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RESUMEN EN INGLÉS 
 
Type 1 fimbriae of E. coli are thin protein filaments located at the surface cells 
mediating adhesion to epithelia. These organelles are assembled by the chaperone-
usher pathway, in which binary complexes between fimbrial subunits and the 
periplasmic chaperone FimC are recognized by the outer membrane protein FimD (the 
usher). FimH adhesin is required in vivo to initiate fimbria polymerization due to the 
higher affinity of FimD for the FimC/FimH complex. However, the basis of the specific 
recognition of FimH by FimD is unknown. The results presented in this Thesis reveals 
that specific residues within N-terminal lectin domain of FimH are specifically 
recognized by FimD usher in vivo as an essential step for type 1 pilus biogenesis.  
 
This work started as part of a biotechnological project of fimbria engineering in which 
the N-terminal domain of FimH was substituted by different Ig domains derived from 
antibodies. These chimeric constructs were stably produced but not assembled into 
fimbriae. By contrast, N-terminal fusions of these heterologous Ig domains with full-
length FimH adhesin allows their incorporation into fimbriae, suggesting that the N-
terminal lectin domain is directly recognized during assembly. To demonstrate this, we 
generated a collection of stable N-terminal FimH point mutants, selected by phage 
display after error-prone PCR, and analyzed their incorporation into fimbria. The 
results revealed that specific residues, conserved between different E. coli strains, 
within the N-terminal domain of FimH are recognized during assembly. These residues 
are exposed on loops in the tip of the N-FimH domain comprising aminoacids G14, 
G15 y G16 in the first loop and H45, N46 y D47 in the second. We propose a model in 
which these residues of FimH are key for the interaction with the usher FimD and 
consequently for its activation.  
 
Furthermore we have generated a recombinant adhesin library engineering specific 
sequences within the N-terminal domain of FimH in a phage display system. Directed 
mutagenesis of this domain revealed permissive sequences that allow randomization 
and that enable the recombinant FimH protein to be assembled into the fimbria. 
  
 
 
  
INTRODUCCIÓN 
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1. Patogénesis de la infección bacteriana y secreción de proteínas 
Las bacterias han desarrollado mecanismos de patogénesis que dan lugar al 
proceso infeccioso. Generalmente estos mecanismos están relacionados con 
diferentes maquinarias de secreción de proteínas y entre otros incluyen 
sistemas para la secreción de toxinas al medio extracelular, así como sistemas 
que permiten la adhesión e invasión de la célula hospedadora y la inyección de 
factores de virulencia en ella. 
 
Existen diferentes géneros de bacterias que secretan toxinas al medio 
extracelular durante la infección. Ejemplos de Gram-positivas son 
Staphylococcus aureus, que secreta diferentes exotoxinas que dañan las 
membranas del huésped (Dinges et al., 2000) o Clostridium tetani, que secreta 
la toxina tetánica, que se une a receptores neuronales (Schiavo et al., 2000). 
Entre las Gram-negativas encontramos a Vibrio cholerae, que secreta la toxina 
colérica (Sandkvist, 2001) o Pseudomonas aeruginosa, que secreta la elastasa 
(LasB) (McIver et al., 2004). La inyección de factores de virulencia requiere la 
formación de un conducto entre el patógeno y la célula hospedadora a través 
del cual se transfieren proteínas (p. ej. sistemas de secreción tipo III de 
Shigella, Salmonella y Yersinia (Yip y Strynadka, 2006) y tipo IV de 
Agrobacterium, Bordetella y Legionella (Backert y Meyer, 2006)) o incluso DNA 
(secreción tipo IV). La adhesión microbiana a los diferentes tejidos del huésped 
está mediada por adhesinas individuales (p. ej. intimina, invasina, YadA de 
Haemophilus influenza, Opa de Neisseria meningitidis) o por sofisticadas 
organelas como las fimbrias (o pili). Las fimbrias son estructuras fibrilares que 
se originan en la superficie bacteriana con capacidad de adhesión a diferentes 
epitelios (Pizarro-Cerdá y Cossart, 2006). Algunos tipos de fimbrias son 
retráctiles como las fimbrias tipo IV de Pseudomonas aeruginosa y 
proporcionan a la bacteria capacidad de movimiento además de adhesión 
(Burrows, 2005). Otros pili están implicados en conjugación (intercambio de 
información genética entre bacterias) y poseen funciones de adhesión, 
retracción y transporte de DNA (Christie, 2004).  
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2. La envoltura celular en bacterias Gram-negativas 
Las bacterias poseen una envoltura celular que separa el citoplasma del 
exterior. La composición de esta envoltura define los dos grandes grupos de 
bacterias: Gram-positivas y Gram-negativas. Las bacterias Gram-positivas 
poseen una membrana citoplasmática rodeada por una gruesa capa de 
mureína. Las bacterias Gram-negativas poseen una envoltura celular 
organizada en tres capas (Figura 1): membrana plasmática (también llamada 
membrana interna; MI), periplasma y membrana externa (ME). 
 
 
FIGURA 1. Envoltura celular de bacterias Gram-negativas. A la izquierda se muestra una imagen de 
microscopía electrónica donde se observan la membrana externa (ME), la membrana interna (MI) y el 
peptidoglicano (PG). A la derecha se muestra una representación esquemática, donde se observa entre 
otras cosas el lipopolisacárido, y algunas de las proteínas de ME, MI y periplásmicas. Figuras tomadas 
de Duong et al., 1997 y Lengeler JW, 1999. 
La membrana plasmática es una bicapa lipídica simétrica formada por 
fosfolípidos (fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol y difosfatidilglicerol entre 
otros) que entre otras funciones transporta nutrientes al interior celular, 
transloca proteínas e interviene en la síntesis de lípidos y en procesos de 
fosforilación oxidativa. El periplasma es un espacio acuoso que existe entre la 
ME y MI. Contiene oligosacáridos derivados de membrana, proteínas solubles 
que intervienen en los sistemas de secreción de proteínas, chaperonas, 
oligonucleótidos, péptidos e hidrolasas. Además contiene una malla de 
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mureína o peptidoglicano, que confiere forma a la célula y ancla las 
lipoproteínas de ME. La ME es también una bicapa lipídica, pero asimétrica. La 
hemicapa interna está formada por los mismos fosfolípidos de la MI y la 
hemicapa externa por lipopolisacáridos. La ME además contiene proteínas de 
estructura y composición únicas como las lipoproteínas y porinas, estas 
últimas en forma de barril β con canales acuosos (Bos y Tommassen, 2004; 
Duong et al., 1997). 
3. Sistemas de secreción en bacterias Gram-negativas 
Las bacterias secretan un gran número de proteínas al medio extracelular 
entre las que se incluyen toxinas, adhesinas y diversas enzimas hidrolíticas 
que se requieren en diferentes aspectos del ciclo de vida bacteriano, como por 
ejemplo, en la biogénesis de organelas, la adquisición de nutrientes y la 
expresión de factores de virulencia. 
 
La secreción de proteínas es especialmente compleja en las bacterias Gram-
negativas ya que las proteínas tienen que atravesar dos membranas lipídicas. 
Para tal fin, las bacterias Gram-negativas han desarrollado diferentes sistemas 
de secreción (Figura 2). En algunos de estos sistemas las proteínas se 
translocan directamente del citoplasma bacteriano al exterior celular mientras 
que en otros sistemas participan intermediarios periplásmicos durante el 
proceso de secreción. Las proteínas cuya secreción se lleva a cabo mediante 
vías que requieren de la participación de intermediarios periplásmicos 
atraviesan la MI, en la mayoría de los casos, mediante el translocón Sec. En 
algunos casos utilizan el sistema de translocación Tat (twin-arginine protein 
transport) que transloca proteínas plegadas desde el citoplasma al periplasma 
(Sargent et al., 2006). Una vez en el periplasma distintos mecanismos de 
secreción les permiten atravesar la ME (Kostakioti et al., 2005; Koster et al., 
2000; Lee y Schneewind, 2001; Stathopoulos et al., 2000; Thanassi y Hultgren, 
2000b). 
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FIGURA 2. Representación esquemática de los mecanismos de secreción de proteínas en bacterias 
Gram-negativas. La secreción tipo 1 está representada por el sistema de secreción de hemolisina en 
cepas de E. coli patógenas, la ruta chaperona/usher por la secreción de subunidades de fimbrias tipo 1 
en E. coli uropatogénicas, la ruta tipo 5 de autotransporte por la secreción de la IgA1 proteasa en 
Neisseria gonorrhoeae, la secreción tipo 2 por el sistema de la pululanasa en Klebsiella oxytoca, la 
secreción tipo 3 por el sistema de E. coli enteropatogénicas y la secreción tipo 4 por las proteínas Vir de 
Agrobacterium tumefaciens. Los polipéptidos secretados se muestran en naranja, las secuencias señales 
en rojo. Abreviaturas: ME, membrana externa; P, periplasma; MI, membrana interna; N, amino terminal; 
C, carboxi terminal. 
Los sistemas de secreción tipo 1 (SST1) exportan proteínas directamente 
desde el citoplasma hasta el medio extracelular (Binet et al., 1997; Koronakis 
et al., 1989). Sus substratos son generalmente exoenzimas o toxinas de alto 
peso molecular. El ejemplo mejor estudiado de los SST1 es la α-hemolisina 
(HlyA) de cepas uropatogénicas de E. coli (Koronakis et al., 1989). Los 
sustratos a exportarse por este sistema presentan una señal de secreción en 
el extremo carboxilo terminal que no es procesada. Los SST1 están 
constituidos por tres componentes: una proteína integral de membrana 
externa que forma un canal hidrofílico hacia el periplasma, un transportador 
ABC (de sus siglas en  inglés ATP binding cassette) en la MI y una proteína 
periplásmica que también está anclada a la MI y que contacta con las dos 
anteriores (Buchanan, 2001; Kostakioti et al., 2005). Otros ejemplos de SST1 
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son la adenilato ciclasa (CyaA) de Bordetella pertussis (Glaser et al., 1988) o la 
proteína de unión a grupo hemo (HasA) de Serratia marcescens (Izadi-Pruneyre 
et al., 2006). 
 
Los sistemas de secreción tipo 2 (SST2) son responsables de secretar 
enzimas hidrolíticas y toxinas. Los sustratos de los SST2 atraviesan la MI a 
través de la maquinaria Sec y una vez en el periplasma adquieren su 
conformación nativa con la ayuda de diferentes enzimas. Posteriormente se 
secretan a través de la ME por un complejo multiproteico tipo II o secretón, en 
el que intervienen los productos de entre 12-15 genes dependiendo de la 
especie (Kostakioti et al., 2005; Sandkvist, 2001). Algunas de las proteínas 
secretadas por este sistema son la toxina colérica (tipo AB5) de Vibrio cholerae 
(Tsai et al., 2001), la Elastasa (LasB) de Pseudomonas aeruginosa (McIver et 
al., 2004) o la Pululanasa (PulA) de Klebsiella oxytoca (Possot et al., 2000). Esta 
maquinaria de secreción comparte componentes con la maquinaria de 
biogénesis de los pili tipo IV (p. ej. pseudopilinas), implicados en adhesión a 
las células hospedadoras y movilidad tipo twitching (Burrows, 2005; Pizarro-
Cerdá y Cossart, 2006). 
 
Los sistemas de secreción tipo 3 (SST3) translocan proteínas directamente 
de la bacteria al citoplasma de la célula eucariota, desempeñando este 
sistema de secreción un papel central en la patogenicidad de muchas 
bacterias Gram-negativas (Hueck, 1998). Los SST3 han sido identificados en 
una gran variedad de patógenos de humanos, animales y plantas, incluyendo 
cepas de Bordetella, Chlamydia, Erwinia, E. coli, Pseudomonas, Ralstonia, 
Rhizobia, Salmonella, Shigella, Xanthomonas y Yersinia. La maquinaria de 
secreción está compuesta por más de 20 proteínas, conservadas entre los 
diferentes patógenos, sin embargo, las proteínas secretadas difieren 
completamente (Mota et al., 2005; Schlumberger y Hardt, 2006; Yip y 
Strynadka, 2006). Los SST3 están relacionados con la maquinaria de 
biogénesis del flagelo (Macnab, 1999). Algunos ejemplos de proteínas 
secretadas mediante SST3 son las proteínas Yops de Yersinia enterocolitica, 
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Ipas de Shigella flexneri, Sips de Salmonella typhimurium y Hrps de 
Pseudomonas syringae (Hueck, 1998; Plano et al., 2001). 
  
Los sistemas de secreción tipo 4 (SST4) han sido identificados más 
recientemente, y son homólogos a los sistemas de conjugación y al sistema 
VirB de Agrobacterium tumefaciens que facilitan la translocación del DNA-T 
(Thanassi y Hultgren, 2000b). Estos sistemas dirigen la secreción o la 
transferencia de proteínas y complejos proteína-DNA desde bacterias Gram-
negativas a las células eucariotas que infectan. La exportación de la toxina 
pertussis por Bordetella pertussis se lleva a cabo a través de esta vía y se han 
identificado sistemas homólogos en diferentes patógenos como Legionella 
pneumophila, Helicobacter pylori y Brucella suis, entre otros. Las subunidades 
de la toxina pertussis del genero Bordetella pasan vía Sec al periplasma donde 
se ensambla la holotoxina antes de ser secretada a través de la ME. Sin 
embargo, en otros modelos de SST4, como el transporte de DNA oncogénico 
por A. Tumefaciens o el transporte de la toxina CagA de H. pylori, las 
subunidades se transfieren en un solo paso desde el citoplasma hasta la célula 
eucariota sin intermediarios periplásmicos (Baron et al., 2002; Chen et al., 
2000; Christie y Vogel, 2000; Christie, 2001). 
 
Los autotransportadores, también conocidos como secreción tipo 5, 
exportan proteínas con diferentes funciones, incluyendo proteasas, toxinas y 
adhesinas. No requieren una maquinaria específica para transitar desde el 
periplasma hacia el medio extracelular. Un autotransportador típico contiene 
tres dominios: un péptido amino terminal para la secreción a través de la MI 
por la maquinaria Sec, un dominio pasajero que dará lugar a la proteína 
secretada y un dominio carboxilo terminal que permite la translocación a 
través de la ME formando una estructura de barril con 12 hojas β (Henderson 
et al., 1998; Oomen et al., 2004). El ejemplo típico de la familia de 
autotransportadores es la IgA1 proteasa de Neisseria gonorrhoeae (Pohlner et 
al., 1987), que proteoliza los anticuerpos IgA generados por la respuesta 
inmune del hospedador en las mucosas (Lee y Schneewind, 2001). 
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Los sistemas de secreción chaperona/usher se describirán en el apartado 
5. 2 de la introducción. 
4. Organelas en la superficie de bacterias Gram-negativas 
Las bacterias sintetizan estructuras filamentosas en su superficie llamadas 
organelas, compuestas por la polimerización ordenada de una o más 
subunidades proteicas. Entre estas estructuras encontramos los flagelos, los 
pili conjugativos, y las fimbrias, implicadas respectivamente en procesos de 
motilidad celular, transferencia horizontal de material genético y adhesión a 
superficies bióticas y abióticas. La biogénesis de estas organelas puede 
entenderse como una especialización de los sistemas de secreción para la 
translocación ordenada al medio extracelular de las proteínas que constituyen 
estas estructuras (Fernández y Berenguer, 2000; Fernández et al., 2000; Lory, 
1998; Stathopoulos et al., 2000; Thanassi et al., 1998a). En todos los casos las 
maquinarias celulares implicadas en la biogénesis de organelas están 
íntimamente relacionadas con determinados sistemas de secreción de 
proteínas: los flagelos con los SST3, los pili conjugativos con los SST4, y las 
fimbrias con los SST2 y variantes como la ruta chaperona/usher (Thanassi et 
al., 1998a). 
 
Los flagelos son largos filamentos helicoidales que confieren a la bacteria 
capacidad de movimiento a través de un motor rotatorio embebido en la 
envoltura celular (Macnab, 1999). Estas estructuras se distribuyen de forma 
polar u homogénea (peritrica) en la célula y tienen un diámetro de 20 nm y una 
longitud de entre 5-10 µm. Poseen una estructura compleja que se puede 
dividir en tres componentes principales: un filamento rígido helicoidal que es el 
componente propulsor, constituido por la polimerización de aproximadamente 
20.000 copias de la proteína mayoritaria FliC (o flagelina), un gancho que sirve 
de acoplamiento entre el filamento y la superficie celular y un cuerpo basal, 
que es un complejo multiproteico que contiene el motor flagelar (Figura 3). En 
el proceso de morfogénesis, la mayoría de las proteínas estructurales se 
secretan a través de un canal central existente en la propia estructura del 
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flagelo. El aparato de exportación del flagelo de S. enterica está constituido 
por 6 proteínas de membrana y varios componentes solubles entre los que se 
encuentran diferentes chaperonas y una ATPasa que proporciona la energía 
para la exportación de los sustratos (Macnab, 2004; Minamino et al., 2003). El 
ensamblaje del flagelo tiene lugar en una secuencia lineal del extremo proximal 
al distal y se lleva a cabo por la adición de monómeros y no de estructuras 
preformadas (Hughes et al., 1993). La primera estructura estable que se forma 
es el cuerpo basal, que conectará las MI y ME a través de un canal hidrofílico. 
Posteriormente se ensamblarán las subunidades que forman el gancho y por 
último las subunidades que forman el filamento (FliC y FliD), desde la parte 
proximal a la distal (Ghosh, 2004; Journet et al., 2005; Macnab, 2003, 2004; 
Mota et al., 2005)  
 
Las fimbrias, también conocidas como pili, son apéndices proteicos que 
existen en la superficie bacteriana y que están constituidos por subunidades 
proteicas llamadas fimbrinas o pilinas. Tienen un diámetro de 2-8 nm y una 
longitud de aproximadamente 1-3 µm (Low, 1996). Las fimbrias están 
asociadas a la capacidad de adhesión de diferentes bacterias patógenas hacia 
determinados tejidos del hospedador (Finlay y Falkow, 1997), normalmente a 
través de componentes estructurales minoritarios (Hanson y Brinton, 1988; 
Hoschutzky et al., 1989; Lund et al., 1987; Rudel et al., 1995). En la mayoría de 
los casos un determinado aislado puede expresar varios tipos fimbriales que 
intervienen en diversos procesos importantes para la virulencia y resistencia 
ambiental de las cepas tales como la adhesión a mucosas y superficies 
abióticas, la formación de biopelículas, la adhesión e invasión de células 
epiteliales, etc (Klemm y Schembri, 2000; Martinez et al., 2000; Schembri y 
Klemm, 2001; Soto y Hultgren, 1999). En E. coli y otras enterobacterias (p. ej. 
Salmonella), fundamentalmente en cepas patógenas, se han identificado 
distintos tipos fimbriales (p. ej. tipo 1, P, S, K88, K99, CFA, Curli, BFP, pili tipo 
IV, etc) que se distinguen por sus características estructurales (longitud, 
grosor, subunidades) y capacidad de unión a distintos receptores (S. J. 
Hultgren, 1996a, b). Las fimbrias tipo I y tipo IV representan los sistemas 
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modelo mejor caracterizados, estando representados en una amplia variedad 
de bacterias Gram-negativas. 
 
Los ejemplos mejor estudiados de fimbrias tipo I son las fimbrias P y tipo 1 de  
cepas uropatogénicas de E. coli (Clegg y Gerlach, 1987; Hull et al., 1981; Hull, 
1994; Hultgren, 1996), encontrándose además en otras enterobacterias 
(Duncan et al., 2005; Edwards y Puente, 1998; Thankavel et al., 1999). Las 
fimbrias P se unen específicamente a glicolípidos presentes en el riñón 
humano y participan en el establecimiento de la pielonefritis (Lund et al., 1987; 
Roberts et al., 1994). Estas fimbrias están compuestas por un tallo rígido 
helicoidal con giro a la derecha con un diámetro de 6,8 nm y una longitud de 
entre 1-2 µm formado por múltiples copias de la proteína principal PapA 
(Figura 3). En el extremo distal poseen un apéndice fibrilar más delgado y 
flexible que el tallo, formado por las subunidades minoritarias PapK, PapE, 
PapF, y la adhesina PapG (Bullitt y Makowski, 1995; Gong y Makowski, 1992; 
Kuehn et al., 1992). Los genes que codifican las distintas subunidades 
estructurales de las fimbrias P así como las proteínas que participan en su 
ensamblaje y regulación se codifican en el operón pap. Las fimbrias tipo 1 de 
E. coli así como su mecanismo de ensamblaje se describen en detalle en el 
siguiente apartado. 
 
Las fimbrias tipo IV se expresan en muchas bacterias Gram-negativas, entre 
las que se encuentran Salmonella enterica serovar typhi, Pseudomonas 
aeruginosa, Legionella pneumophila, Neisseria spp, Vibrio cholerae así como 
cepas de E. coli enteropatogénicas (EPEC) y enterohemorrágicas (EHEC) 
(Craig et al., 2004). Estas organelas están esencialmente formadas por 
homopolímeros de una única subunidad pilina, por ejemplo PilA en P. 
aeruginosa o PilE en Neisseria spp. En algunas especies también se ha 
caracterizado una subunidad adhesina en la parte distal de la fimbria, por 
ejemplo PilC en Neisseria spp. Además de la/s subunidad/es estructurales, 
durante el proceso de ensamblaje se requieren diferentes moléculas 
accesorias (Figura 3) incluyendo proteínas tipo prepilina, peptidasas de 
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prepilinas, proteínas de unión a nucleótidos, proteínas de MI y ME (Pizarro-
Cerdá y Cossart, 2006). A diferencia de las fimbrias tipo I, que se ensamblan 
en la ME, las fimbrias tipo IV se forman en la MI y la organela completa es 
secretada a través de la ME (Wolfgang et al., 2000). Sin embargo, la 
característica más llamativa de las fimbrias tipo IV es su capacidad de 
retracción y despolimerización mientras la parte distal de la fimbria permanece 
firmemente adherida a la superficie diana. La retracción de las fimbrias tipo IV 
es la responsable de una forma especializada de movimiento bacteriano en 
superficies semisólidas (como los epitelios de las mucosas) llamado twitching 
motility. Este tipo de fimbrias están implicadas en adhesión a células 
hospedadoras, formación de biopelículas y captura de DNA mediante 
transformación (Pizarro-Cerdá y Cossart, 2006).  
 
 
FIGURA 3. Representación de las principales organelas de superficie de bacterias Gram-negativas. Izda. 
Representación del flagelo de Salmonella. Las proteínas son exportadas por un canal central que existe a 
lo largo del flagelo y se ensamblan en el extremo distal de éste. Centro. Representación de fimbrias P, 
pertenecientes a tipo I. Las subunidades estructurales después de atravesar la MI vía Sec son secretadas 
vía chaperona/usher ensamblándose desde el extremo proximal del filamento. Dcha. Representación de 
fimbrias tipo IV de Pseudomonas aeruginosa. Se muestran los componentes principales que intervienen 
en la biogénesis. Abreviaturas: ME, membrana externa; P,  periplasma; MI, membrana interna. Figuras 
adaptadas de Macnab, 2004; Sauer et al., 2004 y Nunn, 1999. 
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5. Las fimbrias tipo 1 de E. coli 
5.1. Características generales y organización genética 
Las fimbrias tipo 1 de E. coli se identificaron inicialmente en cepas 
uropatogénicas y son necesarias para la unión de la bacteria a restos de D-
manosa del receptor glicoproteico uroplaquina en la superficie de células 
epiteliales de la vejiga (Figura 4), lo que media el primer paso crítico en el 
proceso infeccioso (Mulvey et al., 1998; Zhou et al., 2001). Además, las 
fimbrias tipo 1 son responsables de la invasión bacteriana y persistencia en 
células del epitelio urogenital (Baorto et al., 1997; Martinez et al., 2000). 
 
 
FIGURA 4. Imágenes de bacterias expresando fimbrias tipo 1. A y B. Unión de E. coli uropatogénicas 
(naranja) a uroplaquina del epitelio de la vejiga (verde) a través de fimbrias tipo 1. Imágenes obtenidas 
mediante microscopía electrónica de barrido. C. Imagen de microscopía electrónica de transmisión (TEM) 
de una célula de E. coli W3110. Se aprecian las fimbrias tipo 1 a lo largo de la superficie de la bacteria. 
La región encerrada en un rectángulo es una ampliación para mostrar la tendencia que poseen las 
fimbrias tipo 1 de agregar. Las barras de escala representan: (A) 3 µm, (B) 500 nm, (C) 700 nm. Figuras A 
y B tomadas de Mulvey et al., 2000 y C de Hahn et al., 2002. 
Los genes que codifican las diferentes subunidades estructurales de las 
fimbrias tipo 1 de E. coli (fimA, fimI, fimF, fimG y fimH) así como los genes que 
intervienen en su regulación (fimB y fimE) y ensamblaje (fimC y fimD) se 
organizan en el operón fim (Figura 5), homólogo al operón pap de las fimbrias 
P (Hull et al., 1981; Hultgren, 2001). El operón fim se encuentra en la mayoría 
de las cepas de E. coli (incluyendo K-12), así como en otras enterobacterias, 
aunque difieren ligeramente en secuencia y propiedades de unión de la 
adhesina (FimH) a restos de D-manosa presentes en oligosacáridos de 
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distintas glicoproteínas, p. ej. mayor afinidad a la uroplaquina de la vejiga 
urinaria en cepas uropatogénicas (Choudhury et al., 1999; Hultgren, 2001; 
Hung et al., 2002; Martinez et al., 2000). 
 
 
FIGURA 5. Organización del operón fim y estructura de las fimbrias tipo 1 de E. coli. En la imagen 
superior se muestra el operón fim de E. coli. FimA es la subunidad estructural principal. FimI, FimF, FimG 
y FimH son subunidades minoritarias. FimH es la adhesina con capacidad de unión a restos de D-
manosa. Las subunidades responsables del ensamblaje son FimC (chaperona periplásmica) y FimD 
(usher). En la imagen inferior se muestra la estructura de fimbrias tipo 1, formadas por un tallo rígido 
helicoidal compuesto por subunidades de FimA, y por un corto apéndice flexible lineal compuesto por las 
subunidades minoritarias FimF, FimG y la adhesina FimH. En el recuadro ampliado se muestran 
imágenes de microscopía electrónica de transmisión que muestran el tallo de la fimbria, acabado en el 
apéndice. Las longitudes del apéndice son (a) 19 nm y (b) 10 nm. La barra de escala representa 10 nm. 
Imagen tomada de Hahn et al., 2002. 
Este tipo de fimbrias están formadas por un largo tallo helicoidal con giro a la 
derecha compuesto por aproximadamente 3000 copias de la subunidad 
estructural FimA, ensambladas en un filamento con un diámetro de 
aproximadamente 7 nm y una longitud de en torno a 1-2 µm. En el extremo 
distal de la fimbria, unido al tallo principal, poseen un corto apéndice lineal 
(Figura 5) compuesto por las proteínas adaptadoras FimG y FimF y por una 
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única copia de la adhesina FimH (Hahn et al., 2002; Jones et al., 1995; Sauer 
et al., 2004). 
 
La expresión de las fimbrias tipo 1 de E. coli está sometida a una variación de 
fase en la que bacterias individuales abandonan la condición de no expresar 
fimbrias para comenzar a expresarlas, o al contrario. Esta transición es 
causada por la inversión de un segmento de DNA contenido en el promotor del 
gen fimA (Abraham et al., 1985; Olsen y Klemm, 1994). La orientación de este 
segmento es controlada por dos recombinasas, FimB y FimE, que promueven 
la variación de fase de modo que la bacteria pasa del estado de expresión de 
fimbrias al de no expresión. FimB además promueve el proceso contrario,  
pasando la bacteria del estado de no expresión al de expresión (Klemm, 1986, 
Gally, 1996). 
5.2. Ensamblaje de fimbrias tipo 1: la ruta chaperona/usher  
El ensamblaje de las fimbrias tipo 1, así como sus homólogas las P, requiere 
en primer lugar la entrada de las distintas subunidades en el periplasma, 
atravesando para ello la MI a través del translocón Sec (Manting y Driessen, 
2000). Una vez en el periplasma, las subunidades que forman parte de las 
fimbrias tipo 1 se ensamblan empleando la ruta chaperona/usher (chaperone 
usher pathway, CUP; Figura 6), que transcurre en ausencia de ATP o 
gradientes electroquímicos (Jacob-Dubuisson et al., 1994). Los sistemas de 
secreción chaperona/usher dirigen la secreción y ensamblaje de una amplia 
variedad de estructuras adhesivas de superficie, que incluyen diferentes tipos 
de fimbrias, implicadas en la virulencia de bacterias Gram-negativas 
(Kostakioti et al., 2005; S. J. Hultgren, 1996a; Sauer et al., 2000; Sauer et al., 
2004; Soto y Hultgren, 1999). También utilizan esta ruta otras organelas de 
superficie como el antígeno capsular F1 de Yersinia pestis o las fimbrias de 
Haemophilus influenza (St Geme et al., 1996; Zavialov et al., 2003). La 
secreción a través de la ME en esta ruta requiere solo dos componentes: una 
chaperona periplásmica y una proteína de ME llamada usher (en español 
acomodador, conserje, ujier). 
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Cada una de las subunidades estructurales interacciona con la chaperona 
periplásmica (FimC en fimbrias tipo 1, PapD en fimbrias P) formando 
complejos estables chaperona-subunidad. La chaperona es esencial para el 
ensamblaje, en su ausencia las subunidades no son plegadas correctamente y 
se degradan proteolíticamente (Hultgren et al., 1989; Slonim et al., 1992). La 
interacción con la chaperona: (i) facilita el plegamiento correcto de la 
subunidad, (ii) estabiliza la subunidad previniendo la agregación y/o 
degradación de la misma, (iii) recubre las superficies de interacción, inhibiendo 
la formación prematura de fimbrias en el periplasma y (iv) inicia el ensamblaje 
en el usher (Barnhart et al., 2000; Bullitt et al., 1996; Jones et al., 1997; Kuehn 
et al., 1991; Kuehn et al., 1993; Sauer et al., 2002; Soto et al., 1998). El 
complejo periplásmico chaperona-subunidad fimbrial es reconocido por una 
proteína de ME, el usher (FimD en fimbrias tipo 1, PapC en fimbrias P), que es 
donde se ejecuta el ensamblaje de la fimbria mediante una polimerización 
ordenada de las subunidades (Dodson et al., 1993). 
 
FIGURA 6. Ensamblaje de fimbrias tipo 1. Las diferentes subunidades atraviesan la MI vía Sec. Una vez 
en el periplasma la secreción y ensamblaje se produce por la ruta chaperona/usher. Las subunidades 
estructurales se asocian con la chaperona periplásmica FimC que las presenta a la proteína de ME FimD 
(el usher), que cataliza la polimerización ordenada de las distintas subunidades. 
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En el caso de las fimbrias tipo 1 (y P ) el complejo chaperona-adhesina es el 
que se une con más afinidad al usher, formando un complejo ternario 
transitorio y posicionando la adhesina en la parte más distal de la fimbria 
(Saulino et al., 1998). A partir de este momento la fimbria crece por la adición 
de subunidades desde la base. El hecho de que el  usher tenga un canal 
central de en torno a 2-3 nm de diámetro, suficientemente amplio para el paso 
de subunidades pero demasiado estrecho para el paso del tallo fimbrial, hace 
pensar que probablemente la fimbria adopta su estructura cuaternaria una vez 
que ha atravesado el usher y se encuentra fuera de la célula (Saulino et al., 
2000; Thanassi et al., 1998b). 
5.3. Estructura de chaperonas y subunidades fimbriales: el mecanismo de 
donación de hojas β  
Las chaperonas periplásmicas que participan en la ruta chaperona/usher 
comparten características estructurales que se descubrieron en primer lugar 
gracias a la estructura del cristal de PapD (fimbrias P) y posteriormente en las 
estructuras de otros miembros de la familia (Holmgren y Branden, 1989; Knight 
et al., 2002; Pellecchia et al., 1998; Zavialov et al., 2003). Además se han 
resuelto las estructuras atómicas de complejos formados entre chaperonas y 
distintas subunidades (Choudhury et al., 1999; Dodson et al., 2001; Hung et al., 
2002; Hung et al., 1999). Estos estudios han revelado que tanto las 
subunidades fimbriales como las chaperonas presentan como motivo 
estructural común dominios tipo inmunoglobulina (Ig). Los dominios Ig están 
formados por ~7 hojas β antiparalelas y están estabilizados frecuentemente 
por un puente disulfuro. Las chaperonas (p. ej. FimC) están formadas por dos 
dominios Ig unidos en forma de V a través de una región bisagra flexible 
(Figura 7). 
 
Las subunidades estructurales que componen las fimbrias tipo 1 son proteínas 
de dominio único con estructura tipo Ig (Figura 7) que comparten una alta 
similaridad de secuencia, por lo que se les llama dominios tipo pilina. La única 
excepción es la adhesina FimH (y la adhesina PapG en fimbrias P) que está 
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compuesta por dos dominios tipo Ig (Figura 7). El dominio C-terminal es de 
tipo pilina y presenta homología con el resto de subunidades estructurales. Es 
el responsable tanto de la interacción con la chaperona FimC como de la 
incorporación de la adhesina a la fimbria. El dominio N-terminal tiene función 
adhesina, ya que une restos de D-manosa en los receptores glicoproteicos 
(Choudhury et al., 1999). 
 
 
FIGURA 7. Representación tridimensional de la chaperona periplásmica FimC (izda; verde), el complejo 
chaperona-subunidad estructural PapD-PapK (centro; verde PapD, azul PapK) y el complejo chaperona-
subunidad adhesina FimC-FimH (dcha; verde FimC, gris FimH) de las fimbrias tipo I de E. coli. La 
chaperona está compuesta por dos dominios tipo Ig mientras que la subunidad estructural está formada 
por un dominio único tipo Ig. La subunidad adhesina (FimH) está compuesta por dos dominios tipo Ig, 
siendo el C-terminal el que interacciona con la chaperona y el N-terminal el que tiene función de 
adhesina. Se muestran en magenta los residuos de FimH implicados en la unión a D-manosa. Figuras 
realizadas a partir de las entradas de PDB de los complejos FimC-FimH (1QUN; Choudhury et al., 1999) y 
PapD-PapK (1PDK; Sauer et al., 1999). Se han incluido vídeos de la estructura 3D de estas proteínas 
como material suplementario en el CD que acompaña esta Tesis. 
Los dominios tipo pilina de las fimbrias tipo 1 carecen de la séptima hoja β (C-
terminal) presente en los dominios Ig clásicos, lo que expone un surco 
hidrofóbico hacia el exterior, que hace que estas subunidades sean 
extremadamente insolubles e inestables en ausencia de la chaperona o sin 
haberse ensamblado en la fimbria. Esta carencia se suple por un mecanismo 
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de donación de hojas β: una hoja β del primer dominio Ig de la chaperona es 
“donada” para cubrir el hueco hidrofóbico del dominio Ig estructural (Figura 8). 
Además, las subunidades pilina poseen una extensión N-terminal conservada 
que participa como hoja β donadora en las interacciones entre subunidades en 
la fimbria (Barnhart et al., 2000; Choudhury et al., 1999; Sauer et al., 1999; 
Zavialov et al., 2002). 
 
 
 
 
FIGURA 8. Mecanismo de donación de hojas β. Se 
muestran dos representaciones del complejo 
chaperona-subunidad PapD-PapK. En el panel de 
arriba PapD está en verde y PapK en azul. La hoja 
G1 de la chaperona se sitúa entre las hojas A2 y F de 
la subunidad para completar el dominio Ig. Residuos 
hidrofóbicos (amarillo) de la hoja G1 contribuyen a 
mantener una superficie hidrofóbica en la subunidad 
(magenta). Se indica la extensión N-terminal de la 
subunidad pilina PapK. En el panel de abajo se 
representa la estructura de superficie de PapK de 
forma que se aprecie el surco hidrofóbico (amarillo) 
donde se sitúa la hoja donadora G1 de la chaperona. 
Figura adaptada de Sauer et al., 2004. 
 
5.4. Estructura y función de ushers fimbriales 
Los ushers fimbriales son proteínas integrales de membrana externa. Las 
formas procesadas de los ushers de las fimbrias tipo 1 y P (FimD y PapC) 
contienen 833 y 809 aminoácidos (aa) respectivamente. La estructura de los 
ushers fimbriales no se ha resuelto a escala atómica pero se ha estudiado 
mediante técnicas bioquímicas y de microscopía electrónica. Estos estudios 
utilizan como modelo fundamental a PapC, el homólogo de FimD en fimbrias 
P.  
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En base a purificaciones desde la ME de PapC fusionado a una secuencia de 
6 histidinas (6xhis-tag) se describió que PapC forma un complejo oligomérico 
en forma de anillo de al menos 6 subunidades, con un diámetro externo de 
~11 nm y un canal central de ~2-3 nm (Thanassi et al., 1998b). Sin embargo, 
un estudio reciente de microscopía electrónica de alta resolución ha 
demostrado que PapC (sin el tag de histidinas) se ensambla como un dímero 
con un diámetro de 10 nm, conteniendo cada uno de los monómeros un poro 
hidrofílico de ~2-3 nm de diámetro (Li et al., 2004). Este canal hidrofílico es 
compatible con la actividad porina de PapC (Thanassi et al., 1998b) y es 
suficiente para permitir el paso de los dominios tipo Ig de las subunidades 
fimbriales plegados desde el periplasma al medio extracelular, donde se 
reordenan para ensamblar la estructura helicoidal de la fimbria (Gong y 
Makowski, 1992; Kuehn et al., 1992; Saulino et al., 2000). 
 
Los ushers fimbriales reconocen los complejos chaperona-subunidad fimbrial 
periplásmicos. Además, catalizan una transición por la cual la hoja β donada 
por la chaperona se intercambia por una hoja β donada por una extensión N-
terminal de la siguiente subunidad estructural (en complejo con la chaperona 
periplásmica) que se incorporará a la fimbria mediante un mecanismo llamado 
intercambio de hojas β donadoras (Figura 9; Barnhart et al., 2003; Sauer et al., 
2004; Zavialov et al., 2003). 
 
FIGURA 9. Mecanismo de intercambio de hojas  β 
donadoras. A. Vista tridimensional del mecanismo 
de intercambio de hojas β. Se muestra el complejo 
chaperona-subunidad PapD-PapE (izda, solo se 
muestra la hoja G1 (verde) de la chaperona) y el 
complejo de la subunidad PapE (azul) unido al 
péptido correspondiente a la extensión N-terminal 
de PapK (rojo). Se aprecia la orientación reversa de 
las hojas que complementan la subunidad 
estructural así como el estado más compacto que 
ésta adopta después del intercambio de hojas. B. 
Vista topológica. En este diagrama las flechas 
representan hojas β. La hoja G1 donada por la 
chaperona (izda, verde) así como la hoja donada 
por la subunidad (extensión N-terminal, dcha, rojo) 
se muestran en el mismo código de colores que en 
A. Figura adaptada de Sauer et al., 2004. 
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Recientemente se ha descrito que es necesario que la subunidad estructural 
que acepta la extensión N-terminal de la siguiente subunidad esté en complejo 
con la chaperona periplásmica a nivel del usher (Vetsch et al., 2006). 
Posteriormente, el usher elimina la interacción de las subunidades con la 
chaperona al tiempo que posibilita la polimerización de la fimbria favoreciendo 
el intercambio de hojas β donadoras que van enlazando las subunidades de 
forma secuencial. Este mecanismo permite que las subunidades adopten un 
estado más compacto y de baja energía comparado con el adoptado en la 
interacción con la chaperona (Sauer et al., 2002; Zavialov et al., 2003; Zavialov 
et al., 2005). Esta transición topológica desde el estado de alta energía que 
existe en el complejo chaperona-subunidad hasta el estado de baja energía 
que existe en los complejos subunidad-subunidad podría proporcionar la 
fuerza conductora para la formación de las fimbrias y su secreción a nivel del 
usher.  
 
Además, el usher discrimina entre los distintos complejos chaperona-
subunidad fimbrial ya que tiene diferente afinidad por ellos (Dodson et al., 
1993; Saulino et al., 1998). Así, el complejo chaperona-subunidad adhesina 
(FimC-FimH) es reconocido entre 10 a 40 veces con  mayor afinidad por el 
usher que los complejos chaperona-subunidad estructural (p. ej. FimC-FimA) 
lo que justifica que FimH sea la primera subunidad en incorporarse y se 
localice en el extremo de la fimbria. El orden de polimerización parece estar 
guiado simultáneamente por la mayor afinidad que determinadas subunidades 
muestran por interaccionar con hojas β donadas de otras subunidades dentro 
del complejo multiproteico usher-chaperona-subunidades fimbriales que 
puede aislarse de la ME (Saulino et al., 2000). 
 
Estudios recientes han comprobado también que los ushers FimD y PapC (~90 
kDa) contienen tres dominios bien diferenciados: i) un dominio N-terminal (~15 
kDa) localizado en el periplasma y necesario para reconocer los complejos 
chaperona-subunidad fimbrial, ii) un dominio central (~45 kDa) con alto número 
de hojas β anfipáticas (aproximadamente 20-26 según distintas predicciones) 
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que se inserta en la ME y iii) un dominio C-terminal (~30 kDa) periplásmico que 
participa en la polimerización de la fimbria de forma desconocida y 
posiblemente también en la oligomerización (dimerización) del usher (Figura 
10; Henderson et al., 2004; Ng et al., 2004; Nishiyama et al., 2003; Thanassi et 
al., 2002). 
 
FIGURA 10. Estructura en dominios del usher FimD. Se observan tres dominios bien diferenciados: i) un 
dominio N-terminal (residuos 1-134) localizado en el periplasma y necesario para reconocer los 
complejos chaperona-subunidad fimbrial, ii) un dominio central (residuos 135-555) con alto número de 
hojas β anfipáticas que se insertan en la ME y iii) un dominio C-terminal (residuos 556-833) periplásmico 
que participa en la polimerización de la fimbria. 
Aunque no se conoce a nivel atómico el mecanismo de interacción y 
ensamblaje de los complejos chaperona-subunidad a nivel del usher, se ha 
propuesto un modelo que apunta que los ushers fimbriales contienen dos 
dominios de unión para los complejos chaperona-subunidad, uno en la región 
N-terminal, donde los complejos chaperona-subunidad son dirigidos 
inicialmente y otro en la región C-terminal que es fundamental para el 
ensamblaje de las subunidades (Sauer et al., 2004; Thanassi, 2002). En el caso 
de las fimbrias tipo 1, el complejo chaperona-adhesina (FimC-FimH) es dirigido 
inicialmente al dominio N-terminal del usher FimD (Ng et al., 2004; Nishiyama 
et al., 2003; Nishiyama et al., 2005). La unión del complejo FimC-FimH al usher 
FimD produce un intermediario estable que protege un fragmento de 47 kDa 
del dominio C-terminal de FimD. Esta protección altera la digestión de FimD 
frente a tripsina (Saulino et al., 1998). Curiosamente, esta protección sólo 
ocurre con la unión del complejo chaperona-adhesina al usher, pero no con la 
unión de otros complejos entre chaperona y subunidades estructurales, por lo 
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que podría estar asociada a un cambio conformacional de FimD. La formación 
de este intermediario estable induce la activación del usher FimD, 
proporcionando a éste la capacidad de secreción y ensamblaje de las 
subunidades que forman parte de la fimbria (Figura 11; Henderson et al., 2004; 
Saulino et al., 1998; So y Thanassi, 2006). 
 
 
FIGURA 11. Modelo para la biogénesis de fimbrias tipo 1 a nivel del usher FimD. A. El usher contiene 
dominios N (N) y C-terminales (C) para la interacción con los complejos chaperona-subunidad. B. Los 
complejos periplásmicos chaperona-subunidad son dirigidos al sitio N-terminal del usher. El complejo 
FimC-FimH es el que tiene mayor afinidad por el usher, por lo que es el primero en unirse. C. FimC-FimH 
forma un intermediario estable en complejo con FimD. El sitio N-terminal de FimD está ahora libre para la 
unión del siguiente complejo chaperona-subunidad, FimC-FimG. D. La subunidad FimG unida a FimC 
ensambla su extensión N-terminal en el dominio pilina de FimH, provocando la separación de la 
chaperona FimC. E. Se produce el ensamblaje de las primeras subunidades de la fimbria quedando libre 
el sitio N-terminal de FimD para la unión del siguiente complejo chaperona-subunidad, FimC-FimF. 
Ciclos repetidos de unión y ensamblaje resultan en la extensión y secreción de la fimbria. 
6. Exposición de proteínas en la superficie de bacterias Gram-negativas y 
biotecnología 
En las bacterias Gram-negativas se han utilizado las maquinarias de los 
distintos sistemas de secreción así como proteínas de ME y diferentes 
organelas de superficie para exponer péptidos y proteínas heterólogas en la 
superficie de la bacteria (Lee et al., 2003; Samuelson et al., 2002; Wernerus y 
Stahl, 2004). En la Figura 12 se presenta un resumen de las diferentes 
estrategias utilizadas. Estas modificaciones tienen como objetivo un amplio 
rango de aplicaciones biotecnológicas e industriales que incluyen entre otras 
la obtención de cepas bacterianas vacunales que expresen en su superficie 
antígenos de patógenos víricos y/o bacterianos, la mejora de procesos 
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enzimáticos como la degradación de pesticidas, o la bioadsorción de 
contaminantes (p. ej. metales pesados). 
 
 
FIGURA 12. Sistemas de exposición en superficie en bacterias Gram-negativas. Los círculos verdes 
representan proteínas pasajeras heterólogas. Figura adaptada de Lee et al., 2003. 
6.1. Sistemas de exposición asociados a membrana externa 
La mayoría de los sistemas de exposición en superficie que se han 
desarrollado en las bacterias Gram-negativas utilizan proteínas de la 
membrana externa para la exposición de polipéptidos heterólogos. 
 
Los primeros trabajos desarrollados en este campo se realizaron con la 
proteína OmpA de membrana externa, ya que aunque presenta una alta 
homología en variantes de distintas cepas bacterianas posee bucles hacia el 
exterior celular compuestos por diferentes secuencias aminoacídicas según la 
cepa. Se sugirió que estos bucles podrían tolerar secuencias peptídicas 
heterólogas (Samuelson et al., 2002). El uso de estos bucles permisivos de 
proteínas de ME para la exposición de péptidos no sólo se ha restringido a 
Introducción 
 47 
OmpA, sino que se han usado otras muchas porinas como por ejemplo LamB, 
OmpC, PhoE de E. coli, OprF de P. aeruginosa y OmpS de V. cholerae entre 
otras. La mayor limitación de este sistema es que no suelen permitir la 
inserción de péptidos mayores a 60 aa (Samuelson et al., 2002). Otra 
estrategia ampliamente usada han sido las fusiones al C-terminal de la 
proteína híbrida Lpp-OmpA formada por el péptido señal y los primeros ocho 
aminoácidos de la proteína Lpp (lipoproteína de Braun), que ancla la 
construcción a la ME, con los aminoácidos 46 a 159 de OmpA (Francisco et 
al., 1992; Francisco et al., 1993a; Francisco et al., 1993b; Valls et al., 1998). 
Dominios de hasta 40 kDa se han expuesto sobre la superficie de E. coli 
usando este sistema. Además se han usado fusiones de péptidos heterólogos 
a otras lipoproteínas, p. ej. PAL, lipoproteína asociada al peptidoglicano de E. 
coli (Samuelson et al., 2002).  
 
También se han secretado eficazmente al medio extracelular péptidos y 
proteínas heterólogas fusionados a la secuencia C-terminal de los sustratos de 
la maquinaria de los sistemas de secreción tipo I (Fernández et al., 2000; 
Spreng et al., 1999; Tzschaschel et al., 1996). 
 
Los autotransportadores también se han utilizado para la exposición de 
péptidos y dominios heterólogos sobre la superficie de las bacterias mediante 
construcciones híbridas donde el pasajero nativo se ha sustituido por estos 
dominios. Algunos ejemplos de péptidos y dominios secretados por un 
sistema autotransportador C-terminal son: la metalotioneína-2 (MT2) de rata 
(Valls et al., 2000), la adrenodoxina (Adx) bovina (Jose et al., 2002), el dominio 
lectina de FimH (Kjaergaard et al., 2002) y anticuerpos recombinantes (Veiga et 
al., 1999, 2004). 
6.2. Sistemas de exposición asociados a organelas 
Existen diferentes trabajos que muestran que las subunidades estructurales de 
flagelos y fimbrias en bacterias Gram-negativas pueden ser utilizadas para la 
exposición de péptidos o proteínas heterólogas. Para tal fin es fundamental 
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localizar sitios permisivos en la subunidad estructural que va a ser modificada 
que toleren inserciones de polipéptidos heterólogos manteniendo la capacidad 
de ensamblaje de estas subunidades quiméricas en la organela. 
 
En flagelos se han expuesto proteínas heterólogas principalmente en la 
subunidad estructural mayoritaria FliC (Hynonen et al., 2002; Lu et al., 1995). 
En un trabajo reciente se ha mostrado que es posible insertar secuencias 
heterólogas de gran tamaño simultáneamente en las proteínas estructurales 
del flagelo FliC y FliD. Las secuencias utilizadas fueron la adhesina de unión a 
colágeno YadA de Yersinia enterocolitica (302 aa), la proteína de capas S SlpA 
de Lactobacillus brevis (150 aa) así como repeticiones de péptidos de unión a 
fibronectina de Staphylococcus aureus (115 aa). Las proteínas híbridas 
generadas son capaces de ensamblarse en el flagelo exponiendo las 
secuencias heterólogas en una conformación que mimetiza la parental 
(Majander et al., 2005). 
 
Se han utilizado diferentes tipos de fimbrias para la exposición de péptidos y 
proteínas heterológas tanto en cepas de E. coli como en otras enterobacterias. 
Entre los tipos de fimbrias utilizados se incluyen las fimbrias P (van der Zee et 
al., 1995; van Die et al., 1990), fimbrias K 88 (Bakker et al., 1990; Thiry et al., 
1989), fimbrias 987P (Rani et al., 1999) y fimbrias tipo IV (Jennings et al., 1989). 
 
En las fimbrias tipo 1 la presentación de péptidos y proteínas heterólogas se 
ha realizado en dos de las proteínas que integran la fimbria: FimA, que es la 
proteína estructural mayoritaria y FimH, la adhesina. En el caso de FimA se 
introdujo con éxito un epítopo de la cadena B de la toxina colérica (CTB) tanto 
en monocopia (19 aa) como en dos copias fusionadas entre si (34 aa) en 3 
posiciones diferentes de la secuencia de FimA. Se demostró que el epítopo 
CTB se presentaba en la superficie de la fimbria fusionado a la proteína FimA, 
en una conformación antigénica que mimetiza la que existe en la toxina 
(Stentebjerg-Olesen et al., 1997). En la adhesina FimH se han identificado dos 
posiciones permisivas a la inserción de péptidos heterólogos, ambas 
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localizadas en el dominio C-terminal. En cada una de estas posiciones se 
insertaron dos péptidos heterólogos diferentes: un péptido de 52 aa que 
mimetiza la región preS2 del antígeno de superficie de la hepatitis B, y el 
epítopo CTB mencionado anteriormente. En todos los casos los péptidos se 
presentaron en la superficie de FimH en conformaciones similares a las 
proteínas parentales desde el punto de vista inmunológico (Pallesen et al., 
1995). Además, la proteína FimH se ha utilizado para la presentación de 
genotecas de péptidos de entre 9-31 aa, que fueron insertados en uno de los 
sitios permisivos localizados en el dominio C-terminal de FimH. A partir de 
estas genotecas se han identificado variantes quiméricas de FimH con 
capacidad de unión a metales pesados (Kjaergaard et al., 2000; Kjaergaard et 
al., 2001; Schembri y Klemm, 1998; Schembri et al., 1999). 
6.3. Sistemas de exposición en bacteriófagos: Phage display  
El uso de la tecnología de presentación de péptidos y proteínas en la cápsida 
de bacteriófagos (phage display) es una herramienta muy poderosa para la 
selección de interacciones biológicas fuertes desde genotecas aleatorizadas 
con alto número de variantes (Armstrong, 1996). En su diseño más simple una 
colección de secuencias de DNA, que codifican las secuencias peptídicas 
(Adey, 1996) o las proteínas completas (McCafferty, 1996), se clonan en fusión 
N-terminal a la proteína III del bacteriófago M13 (pIII). Estas construcciones se 
suelen realizar en vectores de clonación llamados fagómidos, con 
características de un plásmido y de un fago filamentoso. Contienen los sitios 
de inicio de la replicación del plásmido y del empaquetamiento del fago. Los 
fagómidos empleados en la técnica de phage display son por lo general 
derivados de plásmidos tipo pUC y el fago M13. Estos plásmidos portan, 
además, una copia del gen 3 de M13 con los sitios de restricción adecuados 
para permitir el clonaje de diferentes fragmentos génicos en fase, entre el 
segmento de DNA que codifica al péptido señal y el resto del gen 3. Algunos 
de estos fagómidos permiten que el péptido o proteína heteróloga puedan ser 
expresados con o sin fusión a pIII gracias a la introducción de un codón ámbar 
de parada de la traducción (UAG) entre las secuencias del péptido o proteína 
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heteróloga y el dominio C-terminal de la pIII. Este codón de parada se traduce 
al aminoácido glutamina en cepas portadoras de un tRNA supresor supE 
(Hoogenboom et al., 1998).  
 
Para que la fusión proteína heteróloga-pIII sea empaquetada en la cápsida de 
un fago M13, la cepa de E. coli portadora del fagómido debe infectarse con un 
fago auxiliar (helper) que proporciona los elementos necesarios para formar el 
virión completo. Los fagos auxiliares son fagos con ciertas mutaciones que 
impiden que su genoma sea empaquetado eficientemente, lo que da ventaja a 
la encapsidación del fagómido presente en la célula infectada. 
 
Los bacteriófagos resultantes, tras la infección con el virus auxiliar de un 
cultivo de células de E. coli que expresan el fagómido, contienen en su 
cápsida una o varias copias de la pIII, en las que las secuencias peptídicas 
heterólogas clonadas se presentan como híbridos de fusión al extremo N-
terminal. Esta colección de bacteriófagos se puede incubar con un “antígeno” 
concreto de interés, ya sea de naturaleza proteica o no, para recuperar 
aquellos que son capaces de unirse a él (selección o biopanning; Figura 13; 
Griffiths y Duncan, 1998; Harrison et al., 1996; Hoogenboom, 1997). Debido a 
que cada bacteriófago porta en su cápsida la pIII híbrida, y en su genoma la 
fusión génica que la codifica, tras una nueva infección de un cultivo de E. coli 
con los bacteriófagos unidos al antígeno (amplificación), se pueden aislar e 
identificar los péptidos o proteínas capaces de interaccionar con él. Existen 
múltiples ejemplos en la literatura científica en los que utilizando un sistema de 
phage display se han seleccionado péptidos y otro tipo de dominios de unión 
(p. ej. anticuerpos recombinantes) con alta afinidad frente a receptores y 
proteínas celulares (Azriel-Rosenfeld et al., 2004; Doorbar y Winter, 1994; 
Sparks et al., 1994), virus (Ho et al., 2003) o anticuerpos monoclonales (Wright 
et al., 1995). 
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FIGURA 13. Selección de un anticuerpo recombinante por la técnica de phage display. Las genotecas de 
los fragmentos que codifican los anticuerpos recombinantes, clonadas en fagos o fagómidos, pueden 
rescatarse en partículas de fago con el anticuerpo expuesto en su cápsida (Phabs). Esto permite la unión 
específica de los Phabs a un antígeno inmovilizado sobre una superficie. Tras eluir los fagos unidos, su 
amplificación (reinfectando a E. coli) permite una expansión clonal. 
6.4. Anticuerpos recombinantes 
Los anticuerpos recombinantes (o minianticuerpos) son fragmentos derivados 
de los anticuerpos naturales construidos por tecnología del DNA 
recombinante. Pese a su menor tamaño conservan la capacidad de unión al 
antígeno ya que mantienen los dominios Ig variables (V), donde reside la 
capacidad de unión a los antígenos. Su menor tamaño facilita su expresión en 
bacterias y en sistemas de exposición sobre bacteriófagos (phage display; 
Better et al., 1988; Plückthun, 1996; Skerra y Plückthun, 1988). Estas 
características los convierten en candidatos ideales para la búsqueda de 
nuevos anticuerpos y su mejora de afinidad. 
 
Los anticuerpos recombinantes más utilizados son los Fab, los monocadena 
Fv (single chain Fv, scFv) y los dominios variables de la cadena pesada de Igs 
de camélido (VHH,  camelbodies) (Figura 14; Fernández, 2004). 
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FIGURA 14. Estructuras esquemáticas de los anticuerpos recombinantes más comunes (Fabs, scFvs y 
camelbodies o nanobodies). Como referencia se muestra el esquema de la estructura de una molécula 
IgG. Los dominios constantes (C) se muestran en azul y los variables (V) en amarillo. Figura modificada a 
partir de Fernández, 2004. 
Los Fabs están formados por dos dominios variables, VH y VL, y dos 
constantes, CH1 y CL (Better et al., 1988). En los scFv se combina un fragmento 
VH con uno VL unidos covalentemente entre si por un péptido corto y flexible 
(Bird y Walker, 1991). Los anticuerpos recombinantes funcionales más 
pequeños son los monodominios denominados VHH (heavy chain antibody VH), 
formados tan solo por el dominio variable de una cadena pesada de un 
anticuerpo de camélido (Conrath et al., 2003). Algunos de los anticuerpos de 
éstos animales tienen la peculiaridad de carecer de cadenas ligeras (Hamers-
Casterman et al., 1993; Nguyen et al., 2001), estando la zona de 
reconocimiento del antígeno constituida únicamente por el dominio VH. Este 
dominio VH se diferencia de los dominios VH de otros anticuerpos en que sus 
zonas de reconocimiento del antígeno están formadas por bucles de mayor 
tamaño. También presentan una mayor estabilidad y solubilidad al presentar 
cambios en las regiones hidrofóbicas de interacción con la cadena ligera en 
los dominios VH estándar (Dumoulin et al., 2002). Este dominio (VHH) tiene un 
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tamaño de ~15 kDa y está estabilizado por un puente disulfuro intracatenario 
(Muyldermans, 2001; Muyldermans et al., 2001). 
 
Los anticuerpos recombinantes también pueden exponerse en la superficie 
bacteriana (bacterial display), lo que abre un abanico de posibilidades que 
incluyen su selección mediante biopanning desde genotecas de anticuerpos y 
la posibilidad de modificar el tropismo bacteriano generando adhesinas 
artificiales. 
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1. Desarrollar un sistema de expresión de fimbrias tipo 1 compatible con 
phage display. 
 
2. Construir una genoteca de dominios adhesina recombinantes en phage 
display. 
 
3. Estudiar la función del dominio N-terminal de FimH en el ensamblaje de 
fimbrias tipo 1 de Escherichia coli. 
 
4. Identificar residuos del dominio N-terminal de FimH implicados en el 
ensamblaje de FimH. 
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1. Cepas bacterianas 
Las estirpes utilizadas en este trabajo, junto con su genotipo, se presentan en 
la Tabla 1.  
 
Tabla 1. Cepas de E. coli K-12 utilizadas en este trabajo. 
Estirpe  Genotipo  Referencia 
AAEC185  MM294 λ- F- supE44 hsdRI7 mcrA mcrB 
endAl thi- 1 ΔfimB-fimH ΔrecA  
 
 (Blomfield et al., 
1991) 
DH10B-T1R  F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 deoR recA1 endA1 
araD139 Δ(ara, leu)7697 galU galK λ- rpsL 
nupG tonA 
 
 Invitrogen 
 
DH5α F´  supE44 ΔlacU169 (Φ80 lacZΔM15) hsdR17 
(rk-mk+) recA1 endA1 gyrA96 (Nalr) thi-1 
relA1 
 
 (Hanahan, 1983) 
 
DHB4  F´ (lac) pro lacIq D(ara, leu)7697 araD139 
D(lac)X74 galE galK rpsL phoR Δ 
(phoA)PvuII Δ(malF)3 thi 
 
 (Derman et al., 
1993) 
HB101  F–Δ(gpt-proA)62 leuB6 glnV44  ara-14galK2  
lacY1  Δ(mcrC-mrr) rpsL20 (Str r) xyl-5 mtl-1  
recA13 
 
 (Sambrook, 1989) 
MG1655  F- λ-  (Guyer et al., 
1981) 
 
MG1655Δfim  F- λ- ΔfimA-H  (Blomfield et al., 
1991) 
 
TG1  supE thi-1 D(mcrB-hsdSM)5 (rK-, mk-) Δ 
(lac-proAB) F´(traD36 proAB+ lacIq 
lacZDM15) 
 
 Stratagene 
UT5600  F – ara-14 leuB6 secA6 lacY1 proC14 tsx-
67 Δ(ompT-fepC)266 entA403 trpE38  rfbD1 
rpsL109(Str R) xyl-5 mtl-1 thi-1 
 
 (Grodberg y 
Dunn, 1988) 
UTdfim  UT5600 fimD::mini-Tn10Km (nucleótido 
1735 de fimD) 
 Colección  
Laboratorio 
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XL-1 Blue  recA1 gyrA96 relA1 endA1 hsdR17 supE44 
thi1 lac [F´ proAB lacIq lacZDM15 Tn10] Tcr 
 
 Stratagene 
2. Plásmidos  
En la Tabla 2 se presentan los plásmidos utilizados en este trabajo, en orden 
alfabético, con sus características más relevantes. En la Tabla 3 se resume la 
construcción de los plásmidos realizada en este trabajo. 
 
Los oligonucleótidos sintéticos se obtuvieron de Sigma-Genosys y 
Scandinavian Gene Synthesis (SGS-DNA). Todas las construcciones se 
revisaron por secuenciación de DNA usando el método de los 
dideoxinucleótidos y un secuenciador de DNA automático ABI-PRISM (Perkin 
Elmer). Las técnicas generales de DNA recombinante se llevaron a cabo según 
métodos estándar (Ausubel, 1997; Sambrook, 1989). 
 
Tabla 2. Plásmidos utilizados en este trabajo. 
Plásmido  Características   Referencia 
p6AC3g3  Apr; derivado del pCANTAB-5E que expresa 
el scFv 6AC3. 
 
 (Fernández et al., 
2000) 
pASK75pIII  Apr; vector de expresión con promotor Ptet, 
inducible con anhidrotetraciclina. 
 
 (Skerra, 1994) 
pBAD18  Apr; AraC, vector de expresión con promotor 
PBAD, inducible con L-arabinosa. 
 
 (Guzman et al., 
1995) 
pBAD33  Cmr; AraC, vector de expresión con 
promotor PBAD, inducible con L-arabinosa. 
 
 (Guzman et al., 
1995) 
pCD  Apr; derivado de pMMB66 que  expresa  las 
proteínas FimC y FimD, esta última 
fusionada a una cola de 6 histidinas en 3´. 
 
 Saulino y 
Hultgren, no 
publicado 
pCD18his  Apr; derivado del pFC18 que expresa las 
proteínas FimC y FimD, esta última 
fusionada a una cola de 6 histidinas en 3´. 
 
 Este trabajo 
pCFH  Spr; derivado del pFHSN6E que expresa el 
dominio C-terminal de FimH. 
 
 Este trabajo 
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pFC18  Apr; derivado del pBAD18 que expresa FimC 
bajo el control del promotor PBAD. 
 
 Este trabajo 
pFC33  Cmr; derivado del pBAD33 que expresa 
FimC bajo el control del promotor PBAD. 
 
 Este trabajo 
pFH35  Spr; derivado del pVLT35 que expresa FimH. 
Posee una inserción BglII en la posición 225. 
 
 Este trabajo 
pFHN10E  Spr; derivado del pVLT35 que expresa FimH 
con péptido señal de FimH y conector de 4 
aa (PAAA). Posee un epítopo E-tag en BglII. 
 
 Este trabajo 
pFHN9E  Spr; derivado del pVLT35 que expresa FimH 
con péptido señal de FimH y conector 
extendido de 7 aa (PTGGAAA). Posee un 
epítopo E-tag en BglII. 
 
 Este trabajo 
pFHSN2E  Spr; derivado del pVLT35 que expresa FimH 
con péptido señal de la proteína III de M13 y 
conector extendido de 7 aa (PTGGAAA). 
Posee un epítopo E-tag en BglII. 
 
 Este trabajo 
pFHSN6E  Spr; derivado del pVLT35 que expresa FimH 
con péptido señal de la proteína 3 de M13 y 
conector de 4 aa (PAAA). Posee un epítopo 
E-tag en BglII. 
 
 Este trabajo 
pFHSN6E-5, 
7, 11, 12, 19 
y 21 
 Spr; derivados de pFHSN6E que expresan 6 
clones de la genoteca Ñ de variantes de N-
FimH. 
 
 Este trabajo 
pFvHβ  Apr; expresa un VHH anti-amilasa (Vamy) 
fusionado al barril β de la IgA proteasa de 
Neisseria gonorrhoeae. 
 
 (Veiga et al., 1999) 
pLPA30  Apr; derivado de pUC18 que expresa FimH 
bajo el control del promotor Plac. Posee una 
inserción BglII en la posición 225. 
 
 (Pallesen et al., 
1995) 
pNFH5E  Apr; derivado de pCANTAB-5E que expresa 
el dominio N-terminal de FimH fusionado a 
la proteína pIII del fago M13 (pIII) con un 
codón de parada ámbar (UAG) entre ambas 
secuencias. 
 
 Este trabajo 
 
pNFH5EGln  Apr; derivado de pNFH5E que expresa el 
dominio N-terminal de FimH fusionado a pIII 
con sustitución del codón de parada ámbar 
(UAG) por CAG (glutamina). 
 
 Este trabajo 
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pPKL115  Cmr; derivado de pACYC184 que expresa el 
operón fim completo con un codón de 
parada insertado en la diana KpnI 
(nucleótido 85) del gen fimH. 
 
 (Pallesen et al., 
1995) 
pSH2  
 
 Cmr; derivado de pACYC que expresa el  
operón fim completo. 
 
 (Orndorff y 
Falkow, 1984) 
pUC18  Apr; ori pBR322, vector de clonaje y 
expresión en E. coli.   
 
 Amersham 
 
pVHCFH  Spr; derivado del pFHSN6E que expresa 
Vamy fusionado al dominio C-terminal de 
FimH.  
 
 Este trabajo 
pVHFH  Spr; derivado del pFHSN6E que expresa 
Vamy fusionado al N-terminal de la proteína 
madura FimH con un conector de 5 aa 
(GGSMA) que conecta ambas proteínas. 
 
 Este trabajo 
pVLCFH  Spr; derivado del pFHSN6E que expresa VL 
anti-B7.1 fusionado al dominio C-terminal de 
FimH. 
 
 Este trabajo 
pVLFH  Spr; derivado del pFHSN6E que expresa VL 
anti-B7.1 fusionado al N-terminal de la 
proteína madura FimH con un conector de 5 
aa (GGSMA) que conecta ambas proteínas. 
 
 Este trabajo 
pVLMB10  Apr; derivado de pCES1 que expresa un 
dominio VL anti-B7.1. 
 (van den Beucken 
et al., 2001) 
 
pVLT35  Spr; bajo número de copias, lacIQ, promotor 
Ptac. 
 
 (de Lorenzo et al., 
1993) 
pXylE10  Kmr; derivado de pKAN18 que expresa la 
proteína XylE de Pseudomonas putida. 
 
 (Stein, 1992) 
 
pXylE5EGln  Apr; derivado del pNFH5EGln que contiene 
xylE reemplazando el dominio N-terminal de 
FimH. 
 
 Este trabajo 
 
 
Materiales y Métodos 
 65 
Tabla 3. Construcción de los plásmidos. 
Plásmido Construcción 
pCD18his En el vector pUC18 digerido EcoRI/PstI se insertó el fragmento de la 
digestión EcoRI/PstI de pCDhis. El fragmento EcoRI/HindIII de esta 
construcción intermedia se insertó en pFC18 digerido EcoRI/HindIII. 
 
pCFH En el vector pFHSN6E digerido EcoRI/NotI se insertó el fragmento 
de PCR obtenido a partir de pFHSN6E, con los oligonucleótidos 
EcoR1-NH (ACA GAA TTC GCT TTG GAG CCT TTT TTT TGG AGA) 
y RBSM13-Not (TTT TCC TTT TGC GGC CGC CAT GGC CGG CTG 
GGC CGC AT) digerido EcoRI/NotI. 
 
pCFH352 En el vector pVLT35 digerido EcoRI/HindIII se insertó un fragmento 
de PCR que codifica el dominio C-terminal de FimH obtenido a 
partir de pLPA30, con los oligonucleótidos EcoR1-Not1-CH (CGG 
AAT TCA TAA GCG GCC GCA TGC GAT GTT TCT GCT CGT GAT) y 
Hind3-FimH2 (CGC AAG CTT TGT CCT GTG ATT TCT TTA TTG) 
digeridos EcoRI/HindIII.  
 
pCFH352-Etag En el vector pCFH352 se insertó en la diana BglII el fragmento de 
DNA que codifica el epítopo E-tag (GAPVPYPDPLEP), obtenido de la 
hibridación de los oligonucleótidos BglII-Etag5 (GAT CCG GTG CGC 
CGG TGC CGT ATC CGG ATC CGC TGG AAC CGC) y BglII-Etag3 
(GAT CGC GGT TCC AGC GGA TCC GGA TAC GGC ACC GGC 
GCA CCG) Este vector es un intermediario de los vectores 
pFHSN2E, pFHSN6E, pFHN9E y pFHN10E. 
 
pFC18 En el vector pBAD18 digerido NheI/HindIII se insertó el fragmento de 
PCR obtenido a partir de pPKL115, con los oligonucleótidos Nhe1-
FimC (GCT AGC TAG CAA CAG GAA CAG GAC AGT GAG) y Hind3-
FimC (GCG CAA GCT TCT GCG TTA TTC CAT TAC GCC) digeridos 
NheI/HindIII. 
 
pFC33 En el vector pBAD33 digerido NheI/HindIII se insertó el fragmento de 
PCR obtenido a partir de pPKL115, con los oligonucleótidos Nhe1-
FimC (GCT AGC TAG CAA CAG GAA CAG GAC AGT GAG) y Hind3-
FimC (GCG CAA GCT TCT GCG TTA TTC CAT TAC GCC) digeridos 
NheI/HindIII. Se realizó una ligación triple ya que el vector pBAD33 
posee una diana NheI adicional al sitio de policlonaje. 
 
pFH35 En el vector pVLT35 digerido EcoRI/HindIII se insertó el fragmento 
de PCR obtenido a partir de pLPA30, con los oligonucleótidos 
EcoR1-FimH2 (CCG GAA TTC GGA GGG ATG ATT GTA ATG AAA) y 
Hind3-FimH2 (CGC AAG CTT TGT CCT GTG ATT TCT TTA TTG) 
digeridos EcoRI/HindIII. 
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pFHN10E En el vector pCFH352 digerido EcoRI/NotI se insertó un fragmento 
de PCR que codifica el dominio N-terminal de FimH obtenido a 
partir de pFH35, con los oligonucleótidos RSP-48 (AGC GGA TAA 
CAA TTT CAC ACA GGA) y FimH-linker1 (GAG TCA TTC TGC GGC 
CGC AGG CAC CAC CAC ATC) digeridos EcoRI/NotI. 
Posteriormente se reemplazó el fragmento NotI/HindIII por el 
fragmento NotI/HindIII de la digestión de pCFH352-Etag. 
 
pFHN9E En el vector pCFH352 digerido EcoRI/NotI se insertó un fragmento 
de PCR que codifica el dominio N-terminal de FimH obtenido a 
partir de pFH35, con los oligonucleótidos RSP-48 (AGC GGA TAA 
CAA TTT CAC ACA GGA) y Not1-FimH1 (GAG TCA TTC TGC GGC 
CGC GCC GCC AGT AGG CAC CAC CAC) digeridos EcoRI/NotI. 
Posteriormente se reemplazó el fragmento NotI/HindIII por el 
fragmento NotI/HindIII de la digestión de pCFH352-Etag. 
 
pFHSN2 En el vector pCFH352 digerido EcoRI/NotI se insertó un fragmento 
de PCR que codifica el dominio N-terminal de FimH obtenido a 
partir de pNFH5E con los oligonucleótidos EcoR1-NH (CGG AAT 
TCG CTT TGG AGC CTT TTT TTT GGA GA) y Not1-FimH1 (GAG 
TCA TTC TGC GGC CGC GCC GCC AGT AGG CAC CAC CAC) 
digeridos EcoRI/NotI.  
 
pFHSN2E En el vector pFHSN2 se reemplazó el fragmento NotI/HindIII por el 
fragmento NotI/HindIII de la digestión de pCFH352-Etag. 
 
pFHSN4 En el vector pASK75pIII digerido EcoRI/HindIII se insertó el 
fragmento de pFHSN2 digerido EcoRI/HindIII. 
 
pFHSN6E En el vector pCFH352 digerido EcoRI/NotI se insertó un fragmento 
de PCR que codifica el dominio N-terminal de FimH obtenido a 
partir de pNFH5E con los oligonucleótidos EcoR1-NH (CGG AAT 
TCG CTT TGG AGC CTT TTT TTT GGA GA) y FimH-linker1 (GAG 
TCA TTC TGC GGC CGC AGG CAC CAC CAC ATC) digeridos 
EcoRI/NotI. Posteriormente se reemplazó el fragmento NotI/HindIII 
por el fragmento NotI/HindIII de la digestión de pCFH352-Etag. 
 
pFHSN6E-5, 7, 
11, 12, 19 y 21 
Se construyeron por las inserciones EcoRI/NotI de los fragmentos 
de PCR obtenidos desde los clones 5, 7, 11, 12, 19 y 21 
seleccionados de la genoteca Ñ de variantes de N-FimH en phage 
display con los oligonucleótidos Eco-RBS-g3 (ACA GAA TTC GCT 
TTG GAG CCT TTT) y FimH-linker1 (GAG TCA TTC TGC GGC CGC 
AGG CAC CAC CAC ATC) en el vector pFHSN6E. 
  
pNFH5E En el vector p6AC3his digerido SfiI/NotII se insertó el fragmento de 
PCR obtenido a partir de pLPA30, con los oligonucleótidos Sfi-
FimH1 (GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC 
TTC GCC TGT AAA ACC GCC AAT) y Not1-FimH1 (GAG TCA TTC 
TGC GGC CGC GCC GCC AGT AGG CAC CAC CAC) digeridos 
SfiI/NotI. 
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pNFH5EGln En el vector pNFH5E digerido BamHI se insertó el fragmento de 
PCR obtenido a partir de pNFH5E, con los oligonucleótidos 
BamH1Glu5 (CGC GGA TCC GCT GGA ACC GCG TGC CGC ACA 
GAC TGT TGA AAG TTG T)y 2-GenIII-3 (CGA ATG GAT CCT CAT 
TAA AG) digerido BamHI. 
 
pVHCFH En el vector pFHSN6E digerido EcoRI/NotI se insertó el fragmento 
de PCR obtenido a partir de pVamyβ (expresa Vamy fusionado a Ig-
A proteasa (Veiga et al., 2004)), con los oligonucleótidos 
EcoRBSps.PelBVHH (CCG GAA TTC TAA CGA GGG CAA ATC ATG 
AA) y pVHH-Not1pro (GAG TCA TTC CGC GGC CGC AGG GGA 
GAC GGT GAC CTG GGT CCC) digeridos EcoRI/NotI.  
 
pVHFH En el vector pFHSN4 digerido NcoI se insertó el fragmento de PCR 
obtenido a partir de pVamyβ (expresa Vamy fusionado a Ig-A 
proteasa (Veiga et al., 2004)), con los oligonucleótidos Nco-VHH-
Back (CCG GCC ATG GCC CAG GTG CAG CTG GTG GAG) y Nco-
VHH-For (AAG GCC ATG GAC CCC CCT GAG GAG ACG GTG ACC 
TG) digeridos NcoI. En esta construcción intermedia utilizando los 
oligonucleótidos Eco-RBS-g3 (ACA GAA TTC GCT TTG GAG CCT 
TTT) y FimH-linker1 (GAG TCA TTC TGC GGC CGC AGG CAC CAC 
CAC ATC) se amplificó un fragmento de PCR que una vez digerido 
EcoRI/NotI se clonó en el vector pFHSN6E digerido EcoRI/NotI. 
 
pVLCFH En el vector pFHSN6E digerido EcoRI/NotI se insertó el fragmento 
de PCR obtenido a partir de pVLMB10, con los oligonucleótidos 
EcoRBSpsVLMB10 (CCG GAA TTC TGG AGC CTT TTT TTT GGA 
GA) y pVL-Not1pro (GAG TCA TTC TGC GGC CGC AGG TAG GAC 
GGT CAG CTT GGT CCC) digeridos EcoRI/NotI. 
 
pVLFH En el vector pFHSN4 digerido NcoI se insertó el fragmento de PCR 
obtenido a partir de pVLMB10, con los oligonucleótidos NcoI-
VLMB10-Back (CCG GCC ATG GCC CTT GAA ACG ACA CTC ACG) 
y NcoI-VLMB10-For (AAG GCC ATG GAC CCC CCA CCT AGG ACG 
GTC AGC TT) digeridos NcoI. En esta construcción intermedia 
utilizando los oligonucleótidos Eco-RBS-g3 (ACA GAA TTC GCT 
TTG GAG CCT TTT) y FimH-linker1 (GAG TCA TTC TGC GGC CGC 
AGG CAC CAC CAC ATC) se amplificó un fragmento de PCR que 
una vez digerido EcoRI/NotI se clonó en el vector pFHSN6E digerido 
EcoRI/NotI. 
 
pXylE5EGln En el vector pNFH5EGln digerido SfiI/NotI se insertó el fragmento de 
PCR obtenido a partir de pXylE10, con los oligonucleótidos Sfi-XylE 
(GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC ATG 
AAC AAA GGT GTA ATG CGA C) y Not-XylE (GAG TCA TTC TGC 
GGC CGC AGG TCA GGT CAG CAC GGT CAT GAA TC) digeridos 
SfiI/NotII. 
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3. Mutagénesis dirigida de N-FimH y genotecas en phage display  
La introducción de aminoácidos al azar en los residuos seleccionados para la 
mutagénesis de N-FimH se realizó con oligonucleótidos degenerados (SGS-
DNA) con una secuencia NN(C/G/T).  
 
La estrategia general que se siguió para introducir los tres grupos de 
mutaciones en FimH se describe a continuación (Figura 15). En primer lugar se 
realizaron dos reacciones de PCR (PCR-1 y PCR-2). La PCR-1 se realizó con 
un oligonucleótido degenerado que amplifica desde 5´ y un oligonucleótido no 
degenerado para 3´ (Tabla 4). La PCR-2 se realizó con otra pareja de 
oligonucleótidos, ambos degenerados (Tabla 4). Para estas PCRs 10 ng del 
vector pFH35 se utilizaron como molde en una reacción de 50 µl; 20 mM Tris-
HCl pH 8,8; 10 mM (NH4)2SO4, 10 mM KCl, 2 mM MgSO4, 0,1% Triton X-100, 1 
mM de cada dNTP; 0,5 µM de mezcla de oligonucleótidos específica para 
cada genoteca y 1 unidad de Vent DNA polimerasa (New England Biolabs). La 
amplificación se realizó con 30 ciclos de 94 ºC 1 min, 60 ºC 1 min, 74 ºC 1 min 
30 seg. Con los productos de ambas PCRs hicimos una PCR de ensamblaje 
(Figura 15). Este tipo de PCR no utiliza oligonucleótidos como cebadores de la 
polimerasa, sino las regiones de homología entre los dos fragmentos 
presentes en la mezcla de reacción y que sirven de cebadores para la 
polimerización de DNA. Esta reacción de PCR (25 ciclos de 94 ºC 1 min, 55 ºC 
2 min, 72 ºC 2 min) se realizó en 25 µl que contenían un tampón Taq de alta 
fidelidad (10 mM Tris-HCl pH 8,3; 50 mM KCl; 0,001% gelatina; 4 mM MgCl2; 1 
mM de cada dNTP), 30 ng de cada fragmento de DNA y 5 unidades de Taq 
polimerasa (Roche). Finalmente, realizamos una PCR para amplificar el 
producto de fusión de la PCR anterior (Figura 15), usando 1 µl de este 
producto como molde de DNA en 50 µl (20 mM Tris-HCl pH 8,8; 10 mM 
(NH4)2SO4, 10 mM KCl, 2 mM MgSO4, 0,1% Triton X-100, 1 mM de cada dNTP 
y 1 unidad de Vent DNA polimerasa) conteniendo 0,5 µM de mezcla de 
oligonucleótidos SfiFH-Back y NotFH-For, que introducen las dianas SfiI y NotI 
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en los extremos, lo que nos permitirá clonar las moléculas de N-FimH mutadas 
en el vector de phage display. 
 
 
FIGURA 15. Estrategia general para la construcción de genotecas en phage display mediante 
mutagénesis dirigida del dominio N-FimH. Los oligonucleótidos degenerados se representan con flechas 
en zig-zag y los que introducen dianas en los extremos con flechas partidas. El dominio N-FimH se 
representa en azul, con rectángulos del mismo color en las regiones donde se iban a introducir 
mutaciones, y líneas en zig-zag una vez introducidas. Se recuadra en naranja la región de hibridación de 
los productos de PCR. 
En aquellas genotecas en las que no se introdujeron mutaciones en la región 
central de N-FimH, no hizo falta realizar una PCR de ensamblaje, sino que se 
realizó una única PCR inicial (Tabla 4) usando un oligonucleótido degenerado 
para la introducción de las mutaciones junto con uno de los oligonucleótidos 
que introducen SfiI o NotI en los extremos. El producto de esta reacción fue 
amplificado en una reacción de PCR con los oligonucleótidos SfiFH-Back y 
NotFH-For como en la estrategia general. 
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En la Tabla 4 se muestran los oligonucleótidos empleados en las reacciones 
de PCR iniciales (PCR-1, PCR-2 o PCR única) en la construcción de genotecas 
de N-FimH en phage display. En la Tabla 5 se muestran las secuencias de los 
oligonucleótidos empleados en la construcción de estas genotecas. 
 
Tabla 4. Oligonucleótidos empleados en reacciones de PCR para la 
construcción de genotecas de N-FimH en phage display. 
Genoteca PCRs iniciales Oligonucleótidos empleados 
Genoteca α PCR-1 
PCR-2 
FH1-Back y FH1-For 
FH2-Back y FH2-For 
 
Genoteca A PCR única SfiFH-Back y FH2-For 
 
Genoteca B PCR única SfiFH-Back y FH2-For-QN 
 
Genoteca C PCR-1 
PCR-2 
 
SfiFH-Back y FH1-For 
FH2-Back y NotFH-For  
 
Genoteca D PCR-1 
PCR-2 
SfiFH-Back y FH1-For 
FH2-Back y FH2-For 
 
Genoteca E PCR-1 
PCR-2 
SfiFH-Back y FH1-For 
FH2-Back y FH2-For-QN 
 
Genoteca F PCR única FH1-Back y NotFH-For 
 
Genoteca G PCR única FH1-Back y FH2-For 
 
Genoteca H PCR única FH1-Back y FH2-For-QN 
 
Genoteca I PCR-1 
PCR-2 
FH1-Back y FH1-For 
FH2-Back y NotFH-For 
 
Genoteca J PCR única 
 
FH1-Back y FH2-For-QN 
 
Genoteca K PCR-1 
PCR-2 
FH1-Back y FH1-For 
FH2-Back-ext y NotFH-For 
 
Genoteca L PCR-1 
PCR-2 
FH1-Back y FH1-For 
FH2-Back-red y NotFH-For 
 
Genoteca M PCR única 
 
FH1-Back y FH2-For-ext 
 
Genoteca N PCR única FH1-Back y FH2-For-red 
 
Materiales y Métodos 
 71 
Genoteca Ñ PCR-1 
PCR-2 
FH1-Back y FH1-For  
FH2-Back-ext y FH2-For-red 
 
Genoteca O PCR-1 
PCR-2 
FH1-Back y FH1-For 
FH2-Back-red y FH2-For-ext 
 
Genoteca P PCR-1 
PCR-2 
FH1-Back y FH1-For 
FH2-Back-ext y FH2-For-ext 
 
Genoteca Q PCR-1 
PCR-2 
FH1-Back y FH1-For 
FH2-Back-red y FH2-For-red 
 
 
Tabla 5. Secuencia de los oligonucleótidos utilizados para la construcción de 
genotecas en phage display. 
Oligonucleótido Secuencia 
FH1-Back 
 
5´-TTACCGCTATCCCTATTNNBNNBNNBTCCCCGGGTGGCA 
GCGCCAATGTTTATG-3´ 
 
FH1-For 
 
5´-GATGGCAAAAGATTTGCGTCGAAAGATCCACGACCAGGT 
TTTGCCCCAC-3´ 
 
FH2-Back 
 
5´-TGACGCAAATCTTTTGCCATAACNNBNNBCCGNNBNNBA 
TTACAGCCTATGTCACACTGCAAC-3´ 
 
FH2-Back-EXT 5´-CACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGNNBNNBNN 
BNNBACAGCCTATGTCACACTGCAAC-3´ 
 
FH2-Back-RED 5´-TTCGACGCAAATCTTTTGCCATAACGATTATCCGNNBNNB 
ATTACAGCCTATGTCACACTGCAAC-3´ 
 
FH2-For 
 
5´-ATCCACACAAACTGGAAATCVNNVNNVNNVNNVNNAGCG 
GTGTTTCGCAAAATAAGCACG-3´ 
 
FH2-For-EXT 5´-ACCACACAAACTGGAAATCATCGCTGTTATAVNNVNNVNN 
GTTGGTCTGTCGCAAAATAAGCACG-3´ 
 
FH2-For-QN 5´-TTTCACACAAACTGGAAATCVNNVNNVNNVNNVNNGTTGG 
TCTGTCGCAAAATAAGCACG-3´ 
 
FH2-For-RED 5´-TATCCACACAAACTGGAAATCATCGCTVNNVNNVNNGTTG 
GTCTGTCGCAAAATAAGCACG-3´ 
 
NotFH-For 
 
5´-GAGTCATTCTGCGGCCGCAGGCACCACCACATCATTATT 
GGCGTAAATATTCCACACAAACTGG-3´ 
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SfiFH-Back 
 
5´-GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGGCCATGGCCTTCGC 
CTGTAAAACCGCCAATGGTACCGCTATCCCT-3´ 
 
Nota: N=cantidades equimolares de A,T,G,C; B=cantidades equimolares de C,G,T; V=cantidades 
equimolares de A,C,G. 
Tras su amplificación, los fragmentos de DNA de 0,5 Kb que codificaban N-
FimH se digirieron con las  enzimas SfiI y NotI, se purificaron de un gel de 
agarosa y se ligaron en los mismos sitios del vector pXylE5EGln.  
4. Mutagénesis al azar de N-FimH  
Con el objetivo de producir una genoteca de variantes del dominio N-terminal 
de FimH mutado al azar, se realizó una PCR mutagénica a partir del vector 
pFH35, con los oligonucleótidos SfiFH-Back y NotFH-For (Tabla 5). Para tal fin 
se utilizó una polimerasa con baja capacidad de corrección de errores 
(Mutazyme II, Gene Morph II Random Mutagenesis Kit) con distintas 
concentraciones de molde de DNA (10, 100, 1000 y 2000 ng de vector), ya que 
la tasa de mutación obtenida es inversamente proporcional a la cantidad de 
molde incluido en la reacción. El fragmento de DNA  seleccionado para el 
clonaje fue el obtenido en la reacción realizada con 100 ng de vector. Este 
fragmento fue digerido con las enzimas SfiI/NotI y se insertó en el vector 
pXylE5EGln digerido con las mismas enzimas. La ligación obtenida se 
transformó en células de la estirpe DHB4 hasta obtener ~5x105 clones. Los 
plásmidos de esta genoteca fueron aislados de la cepa DHB4 para ser 
finalmente transformados a la cepa TG1, más adecuada para técnicas de 
phage display. 
 
Los mutantes estables del dominio N-terminal de FimH fueron seleccionados 
mediante panning frente al antígeno mannan (apartado 13 de Materiales y 
Métodos) para ser clonados posteriormente en el vector pFHSN6E, utilizado 
para la expresión de FimH en bacterias. Para este clonaje se amplificó el 
fragmento de DNA que codifica FimH de los mutantes seleccionados con los 
oligonucleótidos Eco-RBS-g3 (ACA GAA TTC GCT TTG GAG CCT TTT) y 
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FimH-linker1 (GAG TCA TTC TGC GGC CGC AGG CAC CAC CAC ATC). El 
fragmento amplificado fue digerido EcoRI/NotI y se insertó en el vector 
pFHSN6E, digerido con las mismas enzimas. La ligación obtenida fue 
transformada a células electrocompetentes de la cepa DH10B hasta obtener 
una genoteca de ~4x105 clones que fue nombrada como pFHSN6E-MUT. 
Posteriormente se aislaron los plásmidos contenidos en la genoteca para ser 
transformados en la cepa UTdfim/pPKL115.  
5. Condiciones de cultivo e inducción 
Las estirpes de E. coli DH5α F´ y XL-1 Blue se usaron como huéspedes en la 
construcción de los clonajes elaborados a lo largo de esta Tesis. Estas cepas 
se crecieron a 37 ºC en medio líquido Luria Bertani (LB; Miller, 1992) o placas 
de LB-agar, con los antibióticos requeridos y glucosa (2% p/v) para la 
represión de los promotores Plac, Ptac y PBAD.  
 
Las estirpes de E. coli XL-1 Blue, TG1 y DHB4 se usaron como huéspedes 
para los bacteriófagos y fagómidos. Las células portadoras de un fagómido se 
crecieron rutinariamente a 30 ºC en medio líquido LB o placas de LB-agar, con 
los antibióticos requeridos y glucosa (2% p/v) para la represión del promotor 
Plac. Para el empaquetamiento de los fagómidos en partículas de M13, las 
células de E. coli se infectaron con el fago auxiliar VCS-M13 (Kmr; Stratagene) 
o con el Hiperfago (Rondot et al., 2001; Hyperphage M13KO7ΔpIII; Kmr; 
Progen) como se describe en detalle más adelante. 
 
Para la expresión de fimbrias tipo 1 en Escherichia coli se preinocularon las 
diferentes cepas transformadas con uno o varios de los vectores de expresión 
directamente desde los gliceroles a medio BHI (Brain Heart Infusion) con los 
antibióticos requeridos y se incubaron a 37ºC sin agitación durante toda la 
noche. Al día siguiente se diluyeron los cultivos 10 veces en medio BHI con 
antibióticos y se incubaron a 37ºC sin agitación. En los casos en los que se 
requirió una máxima expresión de FimH, una vez crecidos los cultivos hasta 
DO600~0,5-0,7 se indujeron con 50 µM de isopropil-β-D-tiogalactopiranósido 
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(IPTG) durante toda la noche a 37ºC sin agitación. Al día siguiente se midió la 
DO600 de los cultivos para recoger un número equivalente de células en cada 
uno de ellos.  
 
Cuando no fue necesaria la expresión de fimbrias tipo 1, las distintas cepas 
transformadas con alguno de los vectores de expresión que contenían un 
promotor derivado del PBAD, se inocularon directamente del glicerol a LB 
líquido con 0,2% (p/v) de glucosa y antibióticos, y se incubaron a 30 ºC sin 
agitación durante toda la noche. Al día siguiente, tras medir la DO600, se 
diluyeron los cultivos a una DO600~0,05 en el mismo medio sin glucosa. 
Cuando el cultivo llegaba a una DO600~0,5 se inducían con 0,02% (p/v) de L-
arabinosa. La inducción se realizó a 37 ºC durante 1 o 2 horas (según el 
experimento) a 160 rpm en un agitador orbital. En el caso de que los vectores 
de expresión portaran el promotor Plac o Ptac, se seguía el mismo proceso, 
induciendo con 50 µM IPTG cuando el cultivo llegaba a una DO600~0,5. 
Cuando las cepas estaban transformadas con dos vectores de expresión 
diferentes, uno con el promotor PBAD y el otro con promotor Plac o Ptac, se 
añadió glucosa al preinóculo. Cuando el cultivo llegaba a una DO600~0,5 los 
cultivos se indujeron con 0,02% L-arabinosa durante 15 minutos, tras los 
cuales se añadió 50 µM IPTG. Los antibióticos usados fueron cloramfenicol 
(Cm) a 40 µg/ml, ampicilina (Ap) a 150 µg/ml, espectinomicina (Sp) a 50 µg/ml, 
kanamicina (Km) a 50 µg/ml y/o tetraciclina (Tc) a 10 µg/ml. 
6. Ensayos de agregación de células de levaduras y hemaglutinación 
En los ensayos de agregación de células de levadura (Slonim et al., 1992) 
levaduras liofilizadas de Saccharomyces cerevisiae (Sigma) fueron 
resuspendidas al 0,5% (p/v) en PBS. A una parte de la resuspensión se le 
añadió D-manosa (concentración final 1% p/v; Sigma). Las cepas de E. coli 
que fueron analizadas se crecieron en placas de LB-agar a 37ºC durante 16 
horas tras lo cual se recogieron colonias individuales que se pusieron en 
contacto con una gota de la resuspensión de levaduras sobre un portaobjetos. 
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Después de mezclar con agitación suave se observó la reacción de agregación 
mediante visualización en un microscopio óptico.  
 
Para los ensayos de hemaglutinación (Hultgren et al., 1985; Hultgren et al., 
1986) se crecieron cultivos en condiciones de expresión de fimbrias de las 
cepas de E. coli MG1655 o MG1655Δfim/pSH2, transformadas con los 
distintos plásmidos que expresan las variantes de FimH. En ambos casos se 
indujeron los cultivos con 50 µM IPTG. Tras la inducción se recogieron por un 
lado 1 ml de cada uno de los cultivos que se centrifugaron (6.000 rpm, 10 min, 
4 ºC) y se resuspendieron en 200 µl de tampón SDS-PAGE 1x (60 mM Tris-HCl 
pH 6,8; 1% p/v SDS; 5% v/v glicerol; 0,005% p/v azul de bromofenol; 1% v/v 
2-mercaptoetanol, 2ME)  para analizar la expresión mediante Western blot. Por 
otro lado se recogieron 2 unidades de DO600 (6.000 rpm, 10 min, 4ºC) y se 
lavaron con PBS para finalmente ser resuspendidas en 130 µl de PBS. En 
placas de 96 pocillos tipo V (Costar) conteniendo 25 µl de PBS o PBS-D-
manosa 2% (p/v) se realizaron diluciones seriadas 1:1 de los cultivos partiendo 
de DO600=15 hasta DO600=0,015. En cada pocillo se añadieron 40 µl de sangre 
de cobaya (Charles River laboratories) a DO640=6, previamente lavada con PBS. 
Después de mezclar cuidadosamente se incubaron las placas a 4ºC durante 
toda la noche. Al día siguiente se cuantificó la capacidad de hemaglutinación 
de cada cultivo, asignando un índice de hemaglutinación que corresponde a 
2n, siendo n el número de la dilución del cultivo en la cual la reacción de 
hemaglutinación desaparece. 
7. Purificación de fimbrias 
Cultivos de las diferentes cepas de E. coli se crecieron e indujeron en las 
condiciones previamente descritas. Para  analizar la expresión de los extractos 
totales se recogieron 0,5 unidades de DO600  (6.000 rpm, 10 min, 4ºC) y se 
resuspendieron en 200 µl de tampón SDS-PAGE 1x. Para realizar la 
purificación de fimbrias se recogieron 100 unidades de DO600  (6.000 rpm, 10 
min, 4ºC) que fueron resuspendidas en 800 µl de Tris-HCl 5 mM pH 8, 75 mM 
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NaCl. Estas muestras se incubaron a 60ºC durante 20 min para favorecer la 
separación de las fimbrias de la superficie bacteriana. Esta separación fue 
realizada homogenizando las muestras con un homogenizador PRO-200 (PRO 
Scientific) en posición 2 (10.000 rpm) a 4ºC con 2 pulsos de 2 minutos para 
evitar un calentamiento excesivo. Mediante centrifugación (13.200 rpm, 1h, 
4ºC) se separó el sedimento bacteriano del sobrenadante, que fue recuperado. 
Las fimbrias contenidas en el sobrenadante fueron incubadas con NaCl 500 
mM y MgCl2 250 mM, en un agitador orbital durante 1h a 4ºC. Se recuperó la 
fracción de fimbrias precipitadas mediante centrifugación (14.000 rpm, 1h, 
4ºC) tras la cual se resuspendió el sedimento de fimbrias en 1.125 µl de Tris-
HCl 5 mM pH 8. Para favorecer la resuspensión se incubaron las muestras en 
un agitador orbital durante toda la noche a 4ºC. Al día siguiente se 
concentraron los extractos de fimbrias añadiendo TCA 25% final más 20 µg de 
glicógeno (Roche) para favorecer la precipitación. Después de incubar las 
muestras en hielo durante 15 min se centrifugaron (13.000 rpm, 15 min, 4ºC) y 
se lavaron con acetona. Finalmente se resuspendieron en 120 µl de Tris-HCl 
150 mM pH 7,5 con SDS 2%. Para analizar estas muestras en geles SDS-
PAGE se añadió tampón de carga de proteínas 5X además de 6 µl de HCl 1N. 
Se incubaron las muestras a 100ºC, 5 min, tras lo cual se neutralizaron con 6 
µl de NaOH 1N.  
8. Electroforesis de proteínas y Western blots 
La electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) se llevó a 
cabo por métodos estándar (Ausubel, 1997). Para la preparación de los 
extractos de proteína total de E. coli, se centrifugó 1 ml de cada uno de los 
cultivos. Las células obtenidas se resuspendieron en 100 µl de Tris-HCl 100 
mM pH 8. A continuación se añadió a las muestras 100 µl de tampón de carga 
de proteínas 2x tras lo cual se hirvieron a 100 ºC durante 10 min. 
Posteriormente las muestras se sonicaron brevemente (~10 seg a máxima 
potencia en un sonicador LABSONIC U, B. Braun) y se centrifugaron (14.000 
rpm, 5 min) para eliminar la viscosidad del DNA y cualquier material insoluble. 
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En los geles se cargaron 10 µl de cada una de las muestras, siempre que no 
se indique lo contrario.  
 
Para los ensayos de Western blot, se transfirieron los geles a membranas de 
polivinildeno difluorado (PVDF; Immobilon-P, Millipore) en semi-seco (Bio-Rad) 
o en húmedo (Bio-Rad). Para detectar las variantes de FimH se utilizó un 
anticuerpo anti-E-tag conjugado con peroxidasa (anti-E-tag-POD; 1:5.000; 
Amersham GE). Para la detección de FimD fusionado a una cola de 6 
histidinas se usó el anticuerpo anti-histidinas conjugado con peroxidasa (anti-
his-POD; 1:5.000; Sigma). Para la detección de las fusiones N-FimH-pIII se 
empleó el anticuerpo anti-E-tag-POD o el anticuerpo que reconoce la proteína 
pIII de M13 (anti-pIII-POD; 1:5.000; Mobitec). Además se usaron los 
anticuerpos policlonales de conejo anti-FimC (1:5.000) y anti-OmpA (1:10.000) 
como anticuerpos primarios para la detección de las proteínas FimC y OmpA 
respectivamente. Como anticuerpo secundario se usó un anticuerpo 
monoclonal (mAb) que reconoce las IgGs de conejo conjugado con 
peroxidasa, anti-rabbit IgG-POD (1:5.000; Bio-Rad).  
 
Para detectar el patrón de pesos moleculares marcado con biotina (Bio-Rad), 
usamos estreptavidina-POD (Roche). La actividad de la peroxidasa de detectó 
usando una mezcla de quimioluminiscencia que contenía 1,25 mM luminol 
(Sigma), 42 µM luciferina (Roche) y 0,0075% (v/v) H2O2 en 100 mM Tris-HCl pH 
8,0. Para sensibilidades más altas se utilizó un kit de quimioluminiscencia 
(Roche). Las membranas se expusieron a una película de rayos X (X-OMAT, 
Kodak) o a un aparato de “ChemiDoc” (Bio-Rad). 
9. Inmunoensayos ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) 
Los ELISAs llevados a cabo para detectar la unión a restos de D-manosa de 
las variantes de FimH se realizaron de la forma descrita a continuación. La 
proteína mannan (20 µg/ml; Sigma) o la seroalbúmina bovina (BSA; 20 µg/ml; 
New England Biolabs) como control negativo, se adsorbieron a una placa de 
96 pocillos (Maxisorp™, Nunc) en 50 µl de PBS durante toda la noche a 4ºC. 
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La proteína no unida se desechó y los pocillos se bloquearon añadiendo 200 
µl/pocillo de PBS conteniendo leche 3%. Tras 1 h, la solución de bloqueo se 
desechó y se añadieron diluciones de los cultivos de bacterias inducidos en 
condiciones para la expresión de fimbrias. Estos cultivos fueron previamente 
ajustados a DO600=3 y resuspendidos en leche 3% en PBS. Tras 2 h de 
incubación, las bacterias no unidas se eliminaron tras 3 lavados con PBS. 
Como anticuerpo primario se usó un anticuerpo anti-E. coli policlonal de ratón 
(1:500) en PBS conteniendo leche 3%. Tras una hora de incubación las placas 
multipocillo se lavaron como antes. Como anticuerpo secundario se usó un 
mAb anti-mouse IgG-POD (1:5.000; Sigma) en PBS conteniendo leche 3%. 
Tras una hora de incubación las placas multipocillo se lavaron como antes y se 
revelaron usando 80 µl por pocillo de una mezcla de o-fenilendiamina (OPD; 
0,4 mg/ml Sigma) y H202 (0,012% v/v Sigma) en tampón fosfato-citrato (103 
mM Na2HPO4; 24 mM ácido cítrico; pH 5,0). La reacción se desarrolló en la 
oscuridad durante 10 min, se paró con 20 µl de HCl 3N por pocillo y se 
determinó la DO490 de las placas (lector Benchmark™ microplate reader, Bio-
Rad). De los valores obtenidos para la unión específica de las bacterias a su 
antígeno mannan, se sustrajo en todos los casos el fondo obtenido con BSA 
(normalmente inferior a 0,05). 
 
Cuando se llevaron a cabo ELISAs para detectar la unión a mannan de los 
fagos que presentan en su cápsida una fusión de N-FimH con la proteína pIII 
se siguió un procedimiento similar al anterior empleando diluciones de los 
fagos en tampón A (0,1 % v/v Tween 20 en PBS) conteniendo leche 3% y  
como anticuerpo se usó un mAb anti-M13-POD (1:5.000, Amersham GE). Los 
lavados se realizaron con tampón A. 
 
En los ELISAs llevados a cabo para detectar el ensamblaje de FimH en la 
fimbria se utilizaron diluciones de los cultivos inducidos ajustados a DO600=3, y 
resuspendidos en PBS. Cuando se indica se permeabilizaron las células, 
resuspendiéndolas en PBS conteniendo EDTA 20 mM. La adsorción de las 
células a placas de inmunoensayo se realizó durante 2 h a temperatura 
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ambiente. Una vez descartadas las bacterias que no se pegaron a las placas, 
se lavaron éstas una vez con PBS y se bloquearon los pocillos con leche 3% 
en PBS durante 1 h. Se añadió el anticuerpo anti-E-tag-POD (1:2.000) para 
detectar las variantes de FimH. Se realizaron 3 lavados con PBS y se 
desarrolló la reacción con OPD como en los ELISAs anteriores. 
10. Producción de fagos  
El ensamblaje de partículas de M13 con la proteína III fusionada a N-FimH 
(Phabs) a gran escala se llevó a cabo en células portadoras de un fagómido 
que se infectaron con un fago auxiliar (VCS-M13 o M13KO7ΔpIII, ambos Kmr). 
Para la preparación de Phabs se usó una colonia independiente de células de 
E. coli XL-1 Blue, TG1 o DHB4 portadoras de un clon de fagómido, que fue 
inoculada en 25 ml de LB, 2% glucosa y Ap y se incubó a 30 ºC hasta alcanzar 
una DO600~0,2. En este punto se añadieron 2x10
10 unidades formadoras de 
placas (PFU) del fago auxiliar a los cultivos, que se incubaron a 37 ºC durante 
1 h con agitación suave. Entonces, las células de E. coli se recogieron por 
centrifugación (6.000 rpm, 5 min) y se resuspendieron en 250 ml de medio LB, 
Ap y Km. La ausencia de glucosa garantiza unos bajos niveles de expresión de 
la fusión N-FimH-pIII y la presencia de Km permite la selección de las células 
de E. coli infectadas con el fago auxiliar. Tras 16 h de incubación a 30 ºC, los 
cultivos se centrifugaron (6.000 g, 10 min, 4 ºC) para eliminar las células de E. 
coli. Para recuperar las partículas de M13 desde el sobrenadante, se 
añadieron 50 ml de solución PEG-NaCl (20% p/v polietilenglicol 8.000; 2,5 M 
NaCl) y la mezcla resultante se mantuvo en hielo durante 45 min. Los 
sedimentos de fagos obtenidos tras una centrifugación (8.000 rpm, 20 min, 4 
ºC) se resuspendieron en 2 ml de TE (Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8,0) y 
se almacenaron a -80 ºC.  
 
Cuando los rescates de fagos se realizaron para obtener Phabs desde una 
genoteca la inoculación se realizó de forma distinta para no perder diversidad. 
En este caso se inocularon 100 µl del glicerol a DO600~50 conteniendo la 
genoteca en 100 ml de LB, 2% glucosa y Ap, de forma que DO600~0,05 y  se 
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incubó a 30 ºC hasta alcanzar una DO600~0,2. En este punto se añadieron 10
11 
PFU del fago auxiliar M13KO7ΔpIII (5x1010 en el caso de VCS-M13) a los 
cultivos, que se incubaron a 37 ºC durante 1 h con agitación suave. Entonces, 
las células de E. coli se recogieron por centrifugación (6.000 rpm, 5 min) y se 
resuspendieron en 500 ml de medio LB, Ap y Km. Tras 16 h de incubación a 
30 ºC, los cultivos se centrifugaron (6.000 rpm, 10 min, 4 ºC) para eliminar las 
células de E. coli. Para recuperar las partículas de M13 desde el sobrenadante, 
se añadieron 100 ml de solución PEG-NaCl (20% p/v polietilenglicol 8.000; 2,5 
M NaCl) y la mezcla resultante se mantuvo en hielo durante 45 min. Los 
sedimentos de fagos obtenidos tras una centrifugación (8.000 rpm, 20 min, 4 
ºC) se resuspendieron en 2 ml de TE (Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8,0) y 
se almacenaron a -80 ºC. 
 
Los lotes de Phabs se titularon con diluciones seriadas en células de TG1 
crecidas a 37 ºC en medio líquido LB hasta una DO600~0,2. Las mezclas se 
incubaron 1 h a 37 ºC sin agitación, se plaquearon en placas de LB-agar 2% 
glucosa que contenían Ap o Km y se incubaron a 30 ºC entre 16 y 36 horas. El 
número de colonias resistentes a Ap representa el título de fagómido mientras 
que el número de colonias resistentes a Km evalúa el grado de contaminación 
por VCS-M13 o M13KO7ΔpIII en el lote (normalmente menor al 2%). La 
producción de fusiones N-FimH-pIII durante el empaquetamiento viral se 
comprobó en todos los casos por Western blot de los extractos totales de las 
células de E. coli y de los fagos producidos. 
11. Ensayos de fraccionamiento celular (solubilidad) 
Los diferentes cultivos de E. coli se indujeron a 37 ºC durante 16 h. Tras la 
inducción se recogieron por un lado 1 ml de cada uno de los cultivos que se 
centrifugaron (6.000 rpm, 10 min, 4 ºC) y se resuspendieron en 200 µl de 
tampón SDS-PAGE 1x (extracto total, ET) en cada caso; y por otro lado 100 
unidades de DO600 de cada uno de los cultivos se centrifugaron (6.000 rpm, 15 
min, 4 ºC) y los sedimentos de células obtenidos se resuspendieron cada uno 
en 1 ml de tampón (50 mM Tris-HCl pH 7,5; 150 mM NaCl). Los cultivos se 
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sonicaron (sonicador LABSONIC U, B. Braun) con 4 pulsos de 30 segundos a 
4ºC a máxima potencia para eliminar viscosidad y se centrifugaron (6.000 rpm, 
10 min, 4 ºC). Tras esta centrifugación separamos el sobrenadante y 
resuspendimos el sedimento en 200 µl de tampón de carga de proteínas 1x 
(fracción insoluble 1, I1, compuesto por células no lisadas y cuerpos de 
inclusión). Sometimos 500 µl del sobrenadante a una ultracentrifugación a 
100.000 g (31.600 rpm en un rotor SW55Ti, Beckman) de 1 h, tras la cual 
separamos el sedimento del sobrenadante. El sedimento lo resuspendimos en 
200 µl de tampón SDS-PAGE 1x (fracción insoluble 2, I2, fracción de 
membranas y proteínas insolubles) y mezclamos 100 µl del sobrenadante con 
100 µl de tampón SDS-PAGE 2x (fracción soluble, S). Tras diluir el extracto 
insoluble 1 (I1) diez veces y el extracto insoluble 2 (I2) cinco veces para que 
todos los extractos representaran a un mismo número de células, éstos se 
incubaron a 100 ºC 10 min. Se cargaron 10 µl de cada una de las muestras en 
un gel de poliacrilamida-SDS para llevar a cabo un Western blot.  
12. Unión de los complejos FimC-FimH al usher FimD 
Para analizar la interacción de los complejos FimC-FimH con el usher FimD 
(Ng et al., 2004; Thanassi y Hultgren, 2000a) se crecieron cultivos de la cepa 
MG1655Δfim cotransformada con el vector pCD18his y cada una de las 
variantes de FimH en plásmidos derivados de pVLT35. Como control negativo 
se utilizó la misma cepa cotransformada con pFC18 y pFHSN6E. Tras la 
inducción se recogieron por un lado 1 ml de cada uno de los cultivos que se 
centrifugaron (6.000 rpm, 10 min, 4 ºC) y se resuspendieron en 200 µl de 
tampón SDS-PAGE 1x  para analizar la expresión mediante Western blot. Por 
otro lado se recogieron 10 ml de cada cultivo (4.000 rpm, 15 min, 4ºC) y se 
lavaron con PBS para después ser resuspendidos en 1 ml de Tris-HCl 20mM 
pH 8. Se lisaron las células por sonicación (pulsos de 15 seg durante 4 min, 
descansando en hielo 15 seg entre cada pulso) tras lo cual se centrifugaron 
(4.000 rpm, 10 min, 4ºC) para eliminar las bacterias no lisadas. Al 
sobrenadante se le añadió sarkosyl (Sigma) al 0,5% final y se incubaron las 
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muestras en un agitador orbital a temperatura ambiente durante 5 minutos 
para favorecer la solubilización de la membrana interna. La recuperación de 
membranas externas se realizó mediante centrifugación a alta velocidad 
(100.000 g; 31.600 rpm en rotor SW55Ti) durante 1 h. El sedimento de 
membranas fue resuspendido en 500 µl de elugent (Calbiochem) 1% en 
HEPES 20 mM pH 7,5 incubándose estas muestras en un agitador orbital a 
4ºC durante toda la noche para favorecer la solubilización de la membrana 
externa. Al día siguiente se incubaron 200 µl de los extractos de membrana 
externa solubilizada con 25 µl de resina de afinidad a metales (Talon metal 
affinity resin, Clontech) previamente lavada con HEPES 20 mM pH 7,5. La 
incubación se realizó en un agitador orbital durante 90 min a 4ºC, tras lo cual 
se centrifugaron las muestras (14.000 rpm, 1 min) para quitar la fracción no 
unida. Se lavó la resina dos veces con 250 µl cada vez de tampón de lavado 
(HEPES 20 mM pH 7,5, 1% elugent, 100 mM NaCl, 10 mM imidazol) para 
incubar posteriormente las muestras con 50 µl de tampón de elución (HEPES 
20 mM pH 7,5, 0,1% elugent, 100 mM NaCl, 250 mM imidazol) durante 15 min 
a 4ºC. Se recuperaron los complejos proteicos unidos a la resina mediante 
centrifugación (14.000 rpm, 1 min). Las muestras obtenidas fueron incubadas 
con tampón SDS-PAGE 5X, 10 min, 100ºC para su análisis por Western blot. 
13. Selección de mutantes estables de N-FimH mediante phage display 
La genoteca de variantes del dominio N-FimH mutado al azar (~5x105 clones) y 
clonado en el vector de phage display pXylE5EGln fue rescatada con el virus 
auxiliar M13K07ΔpIII en la cepa TG1 en las condiciones descritas 
anteriormente (apartado 10 de Materiales y Métodos), obteniéndose así una 
colección de aproximadamente 1013 PFU/ml. Para seleccionar únicamente 
aquellas variantes de FimH que mantienen la capacidad de unir moléculas de 
D-manosa se realizó un proceso de panning frente a mannan. Para tal fin se 
utilizaron inmunotubos (Nunc) que fueron recubiertos con mannan (10 µg/ml; 
Sigma) e incubados durante toda la noche a 4ºC con agitación suave. Al día 
siguiente se descartó el antígeno y se lavaron los tubos 3 veces con PBS. Se 
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realizó un bloqueo con leche 3% en PBS durante 2h 30 min, tras lo cual se 
lavaron los tubos igual que antes. Se incubó un número aproximado de 2x1012 
PFU de la genoteca en 4 ml de leche 3% en PBS. Como control positivo se 
utilizó el mismo número de partículas virales conteniendo la proteína N-FimH 
silvestre. Como control negativo se añadió D-manosa (2% p/v) en la mezcla de 
fagos que expresan N-FimH silvestre. La incubación se realizó durante 90 
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se descartaron los fagos y se 
lavó cada tubo 15 veces con PBS-Tween 20 (0,1%, v/v) y 15 veces con PBS. 
La elución se realizó incubando los tubos con 1 ml de D-manosa 2% en PBS 
durante 1 hora, tras lo cual se recogieron los fagos, que fueron infectados en 
células TG1. La infección se realizó durante 30 min a 37ºC. Se plaquearon 
diluciones de las diferentes infecciones en placas de LB-agar conteniendo 
glucosa 2% y Ap. Después de crecer las placas durante 16 h a 30ºC se 
contaron colonias para cuantificar la efectividad del proceso y recoger aquellas 
que corresponden a la elución de las variantes estables de N-FimH. 
14. Selección de mutantes de N-FimH con defectos en el ensamblaje de la 
fimbria 
Para la selección de clones de FimH que presentan disminución de su 
capacidad de ensamblaje en la fimbria se crecieron cultivos en las condiciones 
previamente descritas de la cepa UTdfim/pPKL115 transformada con la 
genoteca pFHSN6E-MUT (~4x105 clones) o los plásmidos pFHSN6E y pVLT35 
como controles positivo y negativo respectivamente. En una primera selección 
no se indujeron los cultivos con IPTG, mientras que si se indujo con 50 µM 
IPTG en la segunda. En ambos casos los cultivos fueron diluidos en PBS a una 
DO600~0,2 y se pusieron en contacto con una cantidad 100 veces mayor (en 
unidades ópticas) de células de S. cerevisiae resuspendidas al 1% en PBS e 
inactivadas por calor (60ºC, 15 min). Después de incubar los cultivos de 
bacterias con la suspensión de levaduras durante 90 min a temperatura 
ambiente en un agitador orbital, se centrifugaron a baja velocidad (1.000 rpm, 
1 min) tras lo cual se recogió el sobrenadante, que fue sometido a una nueva 
centrifugación igual que la anterior. Se plaquearon diluciones de cada uno de 
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los sobrenadantes en placas de LB-agar conteniendo los antibióticos Cm y Sp. 
Después de crecer las placas durante 16h a 37 ºC se hizo un recuento para 
cada uno de los cultivos y se determinó el porcentaje de células que quedó en 
el sobrenadante después del proceso de unión a células de levaduras. 
 
Se inocularon colonias individuales desde placas de LB-agar procedentes de 
esta selección en placas estériles de 96 pocillos (TC Microwell 96U, Nunc) 
conteniendo 200 µl/pocillo de medio BHI más los antibióticos Sp y Cm. Se 
incluyeron controles positivos (pFHSN6E) y negativos (pVLT35). Estos cultivos 
se crecieron a 37ºC sin agitación durante toda la noche. Se guardó una parte 
(80 µl) de estos cultivos con glicerol 15% final como placa máster a -80ºC. Al 
día siguiente se diluyeron 10 veces estos cultivos en placas deep-well de 96 
pocillos (Masterblock, Greinerbio-one) conteniendo 750 µl/pocillo de medio 
BHI mas los antibióticos Sp y Cm. Cuando el crecimiento llegó hasta 
DO600~0,5 se indujeron con 50 µM IPTG a 37ºC sin agitación durante toda la 
noche. Al día siguiente se centrifugaron las placas con los cultivos (2.000 rpm, 
10 min) y una vez eliminado el sobrenadante se resuspendió el sedimento de 
células de cada pocillo en 80 µl de PBS. 
 
Para realizar un ELISA en el que detectamos el ensamblaje de FimH en la 
fimbria se pasaron 35 µl de esta resuspensión a placas de inmunoensayo 
(Maxisorp™, Nunc) conteniendo 15 µl de PBS por pocillo. Después de incubar 
los cultivos durante dos horas a temperatura ambiente con agitación suave, se 
descartaron las bacterias y se lavó cada pocillo con 1 ml de PBS. Se bloqueó 
con leche 3% en PBS una hora a temperatura ambiente tras lo cual se incubó 
la reacción con anticuerpo anti-E-tag-POD (1:2.000) en PBS conteniendo leche 
3%. Después de descartar el anticuerpo no unido se lavó 3 veces con PBS. La 
reacción se desarrolló con OPD y se determinó la DO490 como se ha descrito 
antes. 
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Para analizar la expresión de FimH en cada uno de los mutantes se llevaron a 
cabo ensayos de Dot-Blot en los que 35 µl de la resuspensión de cada cultivo 
se mezclaron con la misma cantidad de tampón de carga de proteínas 2X. 
Después de incubar a 100ºC durante 10 min, los extractos se transfirieron a 
membranas de PVDF utilizando para ello un aparato de Dot-Blot (BIO-DOT, 
Bio-Rad). Las membranas se bloquearon durante 1 hora a temperatura 
ambiente en PBS-Tween 20 (0,1% v/v) conteniendo leche 3% (p/v), tras lo cual 
se incubaron con anticuerpo anti-E-tag-POD (1:5.000) en PBS. La reacción se 
reveló con un kit de quimioluminiscencia (Roche). 
15. Ensayos de degradación con tripsina  
Se crecieron cultivos de la cepa MG1655Δfim cotransformada con el vector 
pCD18his y cada una de las variantes de FimH en vectores derivados de 
pVLT35. Después de la inducción se recogieron 10 unidades de DO600 
mediante centrifugación (4.000 rpm, 15 min, 4ºC) que tras ser lavadas con 
HEPES 20 mM pH 7,5 se resuspendieron en 1 ml del mismo tampón. Con 
cada resuspensión se hicieron dos alícuotas, a una de ellas se le añadió 
tripsina (Sigma) a 100 µg/ml. Se incubaron las muestras a 37ºC durante 2 
horas tras lo cual se añadió inhibidor de tripsina (Sigma). Los extractos fueron 
lavados con HEPES 20 mM pH 7,5 y resuspendidos en 100 µl de Tris-HCl 100 
mM pH 8. Se añadieron 100 µl de tampón de carga de proteínas 2X y se 
incubaron a 100ºC 10 min. Se cargaron 5 µl de cada muestra en geles SDS-
PAGE. 
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1. Expresión de fimbrias tipo 1 de E. coli. Desarrollo de un sistema de 
expresión de fimbrias tipo 1 compatible con phage display 
1.1 Sistema de expresión de fimbrias tipo 1 de E. coli 
Como punto de inicio de este trabajo hemos desarrollado un conjunto de 
vectores que permiten la expresión controlada de fimbrias tipo 1 de E. coli. 
Este sistema de vectores consiste en el vector pPKL115 (Pallesen et al., 1995), 
que contiene el operón fim de las fimbrias tipo 1 de E. coli con un codón de 
parada en la diana KpnI (nucleótido 85) de fimH (Figura 16). La expresión de 
FimH se complementa con un segundo vector, pFH35 (Figura 16), derivado de 
pVLT35 (de Lorenzo et al., 1993) en el que se clonó el alelo fimH del plásmido 
pLPA30 (Pallesen et al., 1995). Para la expresión de fimbrias tipo 1 utilizamos 
distintas cepas de E. coli (HB101, AAEC185, MG1655Δfim, UTdfim), que 
poseen diferentes mutaciones y deleciones del operón fim (ver Tabla 1 de 
Materiales y Métodos). 
 
 
 
FIGURA 16. Plásmidos utilizados para la expresión de fimbrias tipo 1 en E. coli. El plásmido pPKL115 
contiene el operón fim de E. coli y posee un codón de parada en fimH. El plásmido pFH35 expresa la 
adhesina FimH bajo el control del promotor Ptac. Los plásmidos pFC18 y pFC33 son utilizados para la 
expresión de la chaperona periplásmica FimC, ambos contienen el promotor PBAD aunque con diferentes 
orígenes de replicación y resistencias a antibióticos, como se indica. 
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Además, clonamos el gen fimC en diferentes vectores pBAD compatibles con 
los derivados de FimH en pVLT35, lo que permite analizar la estabilidad de 
FimH en el periplasma en ausencia del operón fim (Figura 16). 
1.2. Detección de fimbrias mediante agregación de células de levadura 
Para detectar la expresión de fimbrias tipo 1 empleamos la capacidad de FimH 
de unir restos de D-manosa, que se encuentran de forma abundante en la 
superficie de la levadura S. cerevisiae. De esta forma, bacterias con fimbrias 
que expresan FimH en contacto con células de levadura producen un efecto 
de agregación de dichas células, lo que puede observarse al microscopio 
óptico. La inhibición de dicha agregación en presencia de D-manosa nos 
indica que la reacción es dependiente de FimH (Figura 17). 
 
 
FIGURA 17. Agregación de células de levadura. La cepa de E. coli HB101 transformada con el plásmido 
pPKL115 y/o el plásmido pFH35 se pusieron en contacto con células de la levadura S. cerevisiae. Se 
incluyó D-manosa (1%) como control por su efecto inhibidor de la agregación al competir por la unión. 
Con el vector pFH35, construido para la expresión de FimH, obtuvimos 
resultados positivos en los experimentos de agregación de levaduras en 
células de E. coli HB101/pPKL115, lo que demuestra la capacidad de 
ensamblaje en fimbrias tipo 1 y funcionalidad de FimH expresada desde este 
vector. 
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1.3. Construcción de vectores para el clonaje de secuencias heterólogas 
Dado que en este proyecto pretendíamos manipular el dominio N-terminal de 
FimH, necesitábamos un vector en el que pudiésemos reemplazar el dominio 
N-FimH silvestre por secuencias heterólogas (p. ej. dominios Ig) o por 
dominios N-FimH recombinantes. Con esta finalidad construimos y analizamos 
una serie de vectores. 
  
La primera característica requerida fue la introducción de la diana NotI en la 
región conectora (linker o conector) entre los dominios N y C, para así tener la 
posibilidad de reemplazar el dominio N utilizando las dianas EcoRI/NotI. 
Además, con el objetivo de detectar FimH con un anticuerpo monoclonal 
(mAb), decidimos introducir un epítopo peptídico en los vectores construidos 
para el clonaje de las secuencias heterólogas. Elegimos el epítopo E-tag, 
compuesto por 12 aminoácidos (GAPVPYPDPLEP), y lo introdujimos en la 
diana BglII del dominio C-terminal de FimH, descrita como un sitio permisivo 
(Pallesen et al., 1995). De esta forma podremos detectar FimH con el mAb 
anti-E-tag. 
 
El primer vector construido (pFHN9E) contiene un conector entre los dominios 
N y C terminales de FimH de 7 aminoácidos (PTGGAAA) frente al silvestre de 4 
aminoácidos (PTGG) (Figura 18). La extensión del conector es debida a la 
introducción de la diana NotI, que se traduce en tres residuos de alanina. 
Ensayos de agregación de levaduras (Figura 18) y de ELISA (Figura 19A) para 
detectar la exposición en superficie de FimH en células de E. coli 
HB101/pPKL115 transformadas con el plásmido pFHN9E indican niveles muy 
bajos de exposición en la fimbria. Este resultado fue confirmado con un 
ensayo de adhesión de estas células a mannan, indicando unos niveles muy 
bajos de adhesión con el vector pFHN9E (Figura 19B). Para mejorar estos 
resultados realizamos una segunda construcción (pFHN10E) manteniendo la 
longitud del conector silvestre, reemplazando tres de los cuatro aminoácidos 
de éste por alaninas, que son la traducción de NotI, obteniéndose así un 
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conector con la secuencia PAAA (Figura 18). Con esta construcción 
conseguimos agregación de levaduras idéntica a la producida con pFH35 
(Figura 18). Además, pFHN10E produce buenos niveles de presentación en la 
superficie de E. coli y de adhesión a mannan (Figura 19). 
 
 
FIGURA 18. Vectores para la expresión de la proteína FimH. El vector pFH35 se modificó para introducir 
una diana NotI en el conector y un epítopo E-tag en el dominio C-terminal. Se hicieron versiones de esta 
construcción tanto con el péptido señal de FimH como con el del gen 3 del fago M13, manteniendo el 
conector con su longitud original de 4 aminoácidos (PAAA) o extendiéndolo hasta 7 (PTGGAAA) para 
cada uno de los péptidos señales. Se indica la agregación de levaduras (+ o -) para cada una de las 
construcciones. 
Puesto que en este vector se reemplazará N-FimH silvestre por dominios 
seleccionados en un sistema de phage display (fusionados al gen 3 del fago 
M13) quisimos comprobar si la proteína FimH se expresa adecuadamente con 
el péptido señal y sitio de unión a ribosoma (RBS; Ribosomal Binding Site) 
provenientes del gen 3 del fago M13. Para tal fin realizamos construcciones a 
partir de los vectores pFHN9E y pFHN10E en las que se sustituyeron el RBS y 
el péptido señal de FimH por sus homólogos en el gen 3 de M13 (Figura 18). 
Los vectores construidos así se nombraron pFHSN2E (conector largo) y 
pFHSN6E (conector corto). 
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Al analizar la expresión de las construcciones pFHSN2E y pFHSN6E, 
comprobamos que es preciso mantener la longitud original de 4 aminoácidos 
del conector para conseguir buenos niveles de exposición en la superficie y 
adhesión a mannan. Con este experimento confirmamos la funcionalidad de 
FimH tanto con su propio RBS y péptido señal como con aquellos 
provenientes del gen 3 del fago M13 (Figura 19).  
 
 
FIGURA 19. Exposición en superficie y funcionalidad de los vectores que expresan FimH. A. La 
exposición en superficie se determinó por ELISA en el que cultivos de E. coli HB101/pPKL115 
transformados con las variantes de FimH indicadas se fijaron a placas de inmunoensayo para su 
detección con mAb anti-E-tag-POD. B. La funcionalidad de FimH se detectó por ELISA en el que 
diluciones de los cultivos anteriores se unieron a placas de inmunoensayo previamente recubiertas con la 
glicoproteína mannan. La unión de las células de E. coli se detectó con anticuerpo anti-E. coli.— pVLT35, 
— pFHSN2E, — pFHSN6E, — pFHN9E, —pFHN10E. 
Puesto que el vector pFHSN6E daba lugar a buenos niveles de expresión de 
FimH decidimos utilizarlo para la construcción de variantes de FimH. 
1.4. Validación del vector pFHSN6E mediante purificación de fimbrias 
También validamos el vector pFHSN6E mediante la purificación de fimbrias en 
la cepa de E. coli AAEC185/pPKL115. De esta forma confirmamos que la 
proteína FimH codificada por el plásmido pFHSN6E es incorporada en las 
fimbrias tipo 1 (Figura 20, carril 1). Tal y como esperamos, no se detecta banda 
alguna en Western blot con anticuerpo anti-E-tag-POD en extractos de 
fimbrias purificadas de células de E. coli transformadas con los plásmidos 
pPKL115 y pVLT35 (plásmido vacío, carril 2) o con pFHSN6E y pFC33 (codifica 
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la chaperona FimC, carril 3). Es interesante apreciar que la cantidad de FimA 
en purificaciones de fimbrias de células que no expresan FimH (carril 2, vector 
vacío, pVLT35) es menor que en la purificación en la que se expresa FimH 
(carril 1, pFHSN6E). Esto ocurre porque FimH es necesaria para la 
polimerización eficiente de fimbrias tipo 1. Cuando el operón fim se expresa en 
monocopia (desde el cromosoma), la expresión de FimH es esencial para la 
polimerización de fimbrias tipo 1 (Connell et al., 1996; Langermann, 1996; 
Saulino et al., 1998). Sin embargo, cuando el operón fim se expresa desde un 
plásmido multicopia (p. ej. pPKL115) la polimerización de fimbrias ocurre en 
ausencia de FimH, aunque a niveles reducidos. Podemos concluir que con el 
sistema de expresión que hemos desarrollado (plásmidos pPKL115 y 
pFHSN6E) se reproduce el comportamiento de FimH silvestre tanto en 
capacidad de unir moléculas de D-manosa como en su ensamblaje en fimbrias 
tipo 1. 
 
FIGURA 20. Ensamblaje en fimbrias de 
FimH expresado en pFHSN6E. Los 
extractos de fimbrias purificadas se 
analizaron en geles SDS-PAGE por 
Comassie para la detección de FimA 
(panel superior) y Western blot anti-E-tag-
POD para la detección de FimH (panel 
intermedio). Se analizaron extractos totales 
de los diferentes cultivos mediante 
Western blot anti-E-tag-POD para detectar 
la expresión de FimH en periplasma (panel 
inferior). 
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2. Construcción de una genoteca de dominios adhesina recombinantes en 
phage display 
Uno de los objetivos que abordamos en este trabajo fue la construcción de 
una genoteca de dominios adhesina recombinantes basados en el dominio N-
terminal de FimH. A partir de esta genoteca y mediante la tecnología de phage 
display se seleccionarían variantes de N-FimH con nuevas especificidades de 
unión hacia determinados antígenos, como paso previo a la expresión de estas 
variantes en fimbrias tipo 1. La elección del dominio N-terminal de FimH fue 
debida a su pequeño tamaño (~15 kDa), sus características estructurales 
(dominio tipo Ig formado por hojas β con bucles expuestos hacia el exterior) y 
la disponibilidad del cristal del complejo FimC-FimH (Choudhury et al., 1999), 
que hacían de esta proteína un candidato óptimo para la generación de 
adhesinas recombinantes con nuevas capacidades de unión. Además, el 
hecho de que la proteína FimH se ensamble en fimbrias tipo 1 de forma natural 
en cepas de E. coli y en otras enterobacterias, nos permitiría expresar las 
nuevas variantes de FimH (seleccionadas mediante phage display) en estas 
bacterias, redirigiendo el tropismo bacteriano hacia nuevos tipos celulares y 
otras superficies que contuvieran determinados antígenos reconocidos por las 
nuevas variantes de FimH. 
2.1. Phage display del dominio N-terminal de FimH 
Para valorar la viabilidad del proyecto de construcción de una genoteca de 
adhesinas recombinantes presentadas en la superficie de fagos, quisimos 
demostrar que es posible presentar en la cápsida del fago M13 el dominio N-
terminal de FimH silvestre.  
 
Se clonó el dominio N-terminal de FimH en el vector de phage display 
pCANTAB-5Ehis (Fernández et al., 2000), dando como resultado la 
construcción pNFH5E (Figura 21A), que fue empleada para transformar dos 
cepas de E. coli, XL1-Blue y TG1. Después de la infección con M13 auxiliar 
(VCS-M13), rescatamos los fagos recombinantes de ambas cepas. Analizamos 
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la cantidad de N-FimH fusionada a la proteína III de M13 y vimos que en 
ambas cepas se había expresado la fusión, si bien la cantidad era mayor en 
TG1 (Figura 21B). 
 
Después quisimos comprobar que el dominio N-FimH mantenía su capacidad 
de unión a D-manosa una vez expresado en la cápsida del fago. Para este tipo 
de experimentos utilizamos la proteína mannan, rica en restos de D-manosa. 
Como proteína control utilizamos BSA y como fago control usamos uno que 
contiene un scFv frente al epítopo 6xhis (Ph-abHis). Vimos claramente unión 
específica a mannan con los fagos que expresan N-FimH, mientras que con 
los fagos control y con BSA no observamos unión (Figura 21C). Podemos 
concluir que el dominio N-FimH puede ser presentado en M13 en forma 
funcional. 
 
 
 
FIGURA 21. Phage display del dominio N-terminal de FimH. A. Vector pNFH5E para la expresión del 
dominio N-FimH fusionado al gen 3 del fago M13. B. Detección de la fusión N-FimH-pIII en Western blot 
con anticuerpo anti-E-tag-POD en E. coli XL-1 y TG1. A la izquierda se indican los tamaños (en kDa) de 
las bandas. C. Unión de los fagos que presentan la fusión N-FimH-pIII (Ph-NFH) o de los fagos control 
(Ph-abHis) a los antígenos mannan (MN)/BSA mediante ensayo de ELISA con mAb anti-M13-POD. 
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La expresión del vector pNFH5E está limitada a cepas supresoras (supE) del 
codón de parada ámbar que existe entre el gen N-fimH y el gen 3 introducidos 
en este vector. Para no depender de cepas supE en la expresión de las 
fusiones N-FimH-pIII se construyó una variante del vector pNFH5E en la que 
se reemplazó el codón de parada ámbar por el aminoácido glutamina (que es 
el aa incorporado en cepas supE). Este nuevo vector se nombró pNFH5EGln. 
Además, para evitar que en la genoteca de variantes de N-FimH en phage 
display existiesen contaminaciones de N-FimH silvestre procedentes del 
vector pNFH5EGln, se construyó el vector pXylE5EGln, en el que se reemplazó 
N-FimH por el gen xylE (0,8 Kb) de Pseudomonas putida.  
2.2. Mutagénesis dirigida del dominio N-FimH  
La mutagénesis dirigida de N-FimH se realizó en residuos de bucles expuestos 
en la superficie de la proteína (Figura 22A). La selección de residuos a mutar 
fue muy importante, ya que pretendíamos generar una gran diversidad pero 
manteniendo el plegamiento y estabilidad de la proteína. La introducción de 
aminoácidos al azar en los residuos seleccionados se realizó con 
oligonucleótidos degenerados (SGS-DNA) con una secuencia NN(C/G/T), que 
permite la introducción de los 20 aminoácidos codificados en un total de 48 
codones. Con esta estrategia se introduce un único codón de parada (TAG) 
cada 48 residuos, que es suprimible en cepas supE (p. ej. TG1, XL-1 Blue). 
 
Además, quisimos eliminar la unión a D-manosa con el propósito de evitar la 
unión de las adhesinas recombinantes a proteínas glicosiladas con restos de 
D-manosa, comunes en la matriz extracelular y en la superficie de células 
epiteliales. El dominio N-terminal de FimH consta de 156 aminoácidos, 
agrupados formando 11 hojas-β, una corta hélice α y varios bucles. En la 
Figura 22 están marcados en magenta los aminoácidos de la superficie del 
bolsillo de unión a D-manosa, aunque sólo algunos de éstos son los que se 
unen por puentes de hidrógeno a esta molécula (F1, D54, Q133, N135 y D140). 
Un mutante en cualquiera de estos residuos elimina la unión a D-manosa 
(Hung et al., 2002). 
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FIGURA 22 . Mutagénesis dirigida en N-FimH. A. Estructura 3D de la proteína FimH (gris) en complejo 
con la chaperona FimC (verde). Los residuos que forman parte del bolsillo de unión a D-manosa se 
marcan en magenta. Se indican los bucles del dominio N-FimH que contienen los residuos 
seleccionados para la mutagénesis dirigida. B. Estructura primaria y secundaria del dominio N-FimH. Los 
residuos que forman parte del bolsillo de unión a D-manosa se marcan en magenta. Se recuadran en 
naranja los residuos que se mutaron de forma específica hacia otro aminoácido y en azul aquellos que se 
mutaron al azar (X) según la estrategia NN(G/C/T) en la genoteca α. 
Para la construcción de esta genoteca inicial (genoteca α) nos basamos en la 
estructura 3D de N-FimH (Choudhury et al., 1999), para seleccionar los 
residuos de bucles expuestos en la superficie de la proteína que serían 
aleatorizados según la estrategia NN(C/G/T). En esta estructura se observa 
que el bucle que comprende desde D47 a T51 (bucle 2, Figura 22A) está 
expuesto hacia el exterior y forma parte del bolsillo de unión, por lo que 
decidimos mutar 4 aminoácidos en éste, manteniendo el residuo de P49 
intacto (Figura 22B) ya que es muy importante para la conformación de la 
proteína según predicciones bioinformáticas. Además en las proximidades de 
este bucle se introdujo la mutación permanente D54A ya que ha sido descrito 
que elimina la unión a D-manosa (Hung et al., 2002). Otro bucle importante 
expuesto hacia el exterior y que forma parte de la superficie del bolsillo de 
unión comprende desde N136 a D140 (bucle 3, Figura 22A). En este bucle 
mutamos 5 aminoácidos e introdujimos 2 mutaciones permanentes próximas a 
este bucle; Q133N y N136A, también descritas por (Hung et al., 2002) (Figura 
22B). Finalmente, localizamos un bucle que contiene los residuos G14 a G16 
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(bucle 1, Figura 22A) próximo a los anteriores y formando parte de la superficie 
del bolsillo de unión. Según predicciones bioinformáticas este bucle era 
permisivo a la introducción de 3 residuos al azar, pero eran también 
necesarios unos residuos fijos tales como Ser y Pro para la estabilidad del 
bucle extendido, por lo que decidimos introducir también estos aminoácidos 
(Figura 22B).  
 
Una vez seleccionados los residuos a mutar y construido el vector para el 
clonaje (pXylE5EGln), realizamos la mutagénesis con la estrategia que se 
describe en Materiales y Métodos (apartado 3). Digerimos tanto el vector como 
los productos de PCR con SfiI y NotI, y ligamos. Transformamos la ligación 
obtenida en células de E. coli DHB4 electrocompetentes de alta eficiencia de 
electroporación (1010-1011 colonias/µg DNA). Si bien nuestro propósito es la 
construcción de una genoteca con alto número de clones (≥108), antes de 
escalar el proceso se analizó un conjunto (~5x104 clones) para comprobar si 
los dominios N-FimH mutados en la genoteca α se expresaban de forma 
estable fusionados a la proteína III.  
 
Observamos que la fusión N-FimH-pIII de la genoteca α era estable dentro de 
la célula (Figura 23, izda). Sin embargo el análisis de los fagos rescatados nos 
mostró una ausencia de dicha fusión en la cápsida de los fagos (Figura 23, 
dcha). Este resultado sugería un problema de estabilidad de los dominios N-
FimH mutados en la genoteca α. 
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FIGURA 23. Detección de la fusión N-FimH-pIII en un conjunto de la genoteca α de mutagénesis dirigida 
de N-FimH. Se analizaron mediante Western blot tanto extractos celulares totales, con mAb anti-E-tag-
POD (izda) así como los fagos con mAb anti-pIII-POD (dcha). Se realizaron rescates del fago VCS-M13 y 
de pNFH5EGln (expresa N-FimH) como controles negativo y positivo respectivamente. 
Para analizar cuales de las mutaciones introducidas en la genoteca α eran 
toleradas por N-FimH construimos una serie de genotecas en las que se 
introdujeron diferentes combinaciones de ellas. Además se construyó una 
variante del bucle 3 que no posee las mutaciones fijas Q133N y N135A. De 
esta manera construimos 10 nuevas genotecas de ~104 clones cada una que 
fueron nombradas de la A a la J (Figura 24). Se realizaron rescates de fagos de 
cada una de las genotecas y se analizaron mediante Western blot las fusiones 
de N-FimH-pIII en los fagos obtenidos (Figura 24). Este experimento nos 
mostró que las mutaciones mejor toleradas son las que se introdujeron en el 
bucle 1 (representadas en la genoteca F), que demostró ser permisivo a la 
introducción de 4 nuevos residuos. Además se observa que las mutaciones 
inicialmente introducidas en el bucle 2 (genoteca C) son parcialmente 
toleradas mientras que las que se introdujeron en el bucle 3 son toleradas 
siempre y cuando eliminemos las mutaciones fijas Q133N y N135A (Figura 24). 
Sin embargo la combinación de todas estas mutaciones a la vez no es 
tolerada, ya que no se produce la fusión entre N-FimH-pIII en los fagos 
rescatados (genoteca α).  
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FIGURA 24. Genotecas A, B, C, D, E, F, G, H, I y J del dominio N-FimH en phage display. Se introdujeron 
diferentes combinaciones de las mutaciones seleccionadas para los bucles 1, 2 y 3. Se recuadran en 
naranja los residuos que se mutaron hacia otro aminoácido y en azul aquellos que se mutaron al azar (X) 
según la estrategia NN(G/C/T). Se analizaron los fagos rescatados con VCS-M13 de cada una de las 
genotecas mediante Western blot con mAb anti-E-tag-POD. Se incluyó el rescate de la genoteca α así 
como un rescate de N-FimH como control positivo. 
2.3. Búsqueda de sitios permisivos en el dominio N-FimH 
A la vista de los resultados anteriores decidimos iniciar la búsqueda de sitios 
permisivos en los bucles 2 y 3 del dominio N-FimH que tolerasen mutaciones 
de varios residuos consecutivos, manteniendo las mutaciones inicialmente 
seleccionadas para el bucle 1. Procedimos a la construcción de nuevas 
genotecas de N-FimH mutando los bucles 2 y 3 con dos nuevas estrategias 
para cada uno. Las nuevas genotecas contenían ~104 clones cada una y fueron 
nombradas alfabéticamente de la K a la Q (Figura 25).  
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FIGURA 25. Genotecas K, L, M, N, Ñ, O, P y Q del dominio N-FimH en phage display. Se introdujeron 
combinaciones de las mutaciones seleccionadas para el bucle 1 junto con nuevas estrategias diseñadas 
para los bucles 2 y 3. Se recuadran en naranja los residuos que se mutaron hacia otro aminoácido y en 
azul aquellos que se mutaron al azar (X) según la estrategia NN(G/C/T). Se analizaron los fagos 
rescatados con VCS-M13 de cada una de las genotecas mediante Western blot con mAb anti-E-tag-
POD. Se incluyó el rescate de la genoteca α así como un rescate de N-FimH como control positivo. 
El análisis de los fagos rescatados de estas nuevas genotecas mostró que la 
combinación de las mutaciones del bucle 1 junto con las nuevas mutaciones 
diseñadas para el bucle 2 (Genotecas K y L) produce correctamente la fusión 
N-FimH-pIII (Figura 25). Sin embargo, la combinación de las mutaciones 
introducidas en el bucle 1 junto con las nuevas mutaciones diseñadas para el 
bucle 3 (Genotecas M y N) es peor tolerada. El análisis de las variantes que 
poseen mutaciones en los tres bucles (Genotecas Ñ, O, P y Q) nos muestra 
que la combinación mejor tolerada es la que representa la genoteca Ñ (Figura 
25). Aunque los niveles de la fusión de N-FimH-pIII están disminuidos, la 
genoteca Ñ tiene una combinación de 10 residuos aleatorizados en el total de 
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los 3 bucles, lo que aumenta la superficie de interacción, haciéndola apta para 
la construcción de la genoteca de alto número de variantes en phage display.  
 
Antes de escalar el proceso de construcción de una genoteca en phage 
display de alto número de clones se realizaron rescates de fagos de la 
genoteca Ñ con dos tipos de virus auxiliares: VCS-M13 y M13KO7ΔpIII 
(Hiperfago), con el objetivo de verificar la correcta fusión N-FimH-pIII. El 
rescate se realizó tal y como se ha descrito en Materiales y Métodos (apartado 
10). Los fagos rescatados se analizaron en Western blot con anticuerpo anti-
pIII-POD (Figura 26). Puesto que el título de fagos que se obtiene con el 
hiperfago es menor (5-10 veces) que el obtenido con VCS-M13, las muestras 
se equipararon cargando idéntico número de PFU por carril. Este experimento 
nos mostró que los niveles de fusión N-FimH-pIII en la genoteca Ñ aumentan 
con el hiperfago (Figura 26). 
 
 
FIGURA 26. Rescate de fagos de la genoteca Ñ. Se 
realizaron rescates de fagos de la genoteca Ñ con VCS-
M13 o M13KO7ΔpIII como fagos auxiliares. Las muestras 
se analizaron en Western blot cargando idéntico número 
de PFU (~1010) con mAb anti-pIII-POD. A la izquierda se 
indican los tamaños (en kDa) de las bandas. 
 
2.4. Generación de una genoteca de variantes de N-FimH en phage 
display 
Realizamos un modelo 3D del dominio N-FimH para localizar las posiciones de 
la genoteca Ñ aleatorizadas (Figura 27). En este modelo se reemplazaron los 
aminoácidos que se iban a mutar al azar por alaninas. Se observa que los 
bucles 2 y 3 están próximos entre si en la estructura 3D, formando una 
superficie contigua hacia el exterior de la proteína. Además se aprecia que la 
mutación permanente D54A, que elimina la unión a D-manosa, se localiza en el 
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centro del bolsillo de unión. Existe una zona adicional donde se concentran las 
mutaciones del bucle 1 localizada también hacia el exterior de la proteína. 
 
 
FIGURA 27. Modelo 3D del dominio N-FimH con los residuos seleccionados para la mutagénesis al azar 
en la genoteca Ñ reemplazados por alaninas. Se marcan en azul los residuos que se mutaron al azar y en 
naranja los residuos que se mutaron a otros fijos. La mutación permanente D54A se marca en naranja. 
Se muestra la estructura secundaria de la proteína (izda) y la estructura a nivel de superficie (dcha). Se 
incluye un vídeo de este modelo 3D (Genoteca Ñ) como material suplementario en el CD que acompaña 
esta Tesis. 
Para comprobar que la mutación permanente D54A elimina por completo la 
unión a D-manosa de N-FimH se realizó un ensayo de ELISA de unión de los 
fagos de la genoteca Ñ al antígeno mannan. En este ensayo comparamos la 
genoteca Ñ con fagos conteniendo N-FimH silvestre. El resultado indica que la 
unión a D-manosa desaparece en la genoteca Ñ, al haber introducido la 
mutación D54A (Figura 28). Ensayos similares de ELISA con diferentes 
proteínas abundantes en células eucariotas, nos mostraron que las 
mutaciones permanentes introducidas en la genoteca Ñ no habían generado 
uniones inespecíficas a ellas (datos no mostrados). 
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FIGURA 28. Unión de los fagos 
rescatados de la genoteca Ñ a mannan. 
Se añadió una dilución saturante (~1013 
CFU/ml) de los fagos conteniendo la 
genoteca Ñ o N-FimH a una placa de 
ELISA recubierta con mannan o BSA 
como control. La reacción se reveló 
con mAb anti-M13-POD. 
 
Una vez realizados estos controles procedimos a escalar el proceso de 
construcción de la genoteca Ñ, optimizando las condiciones de PCR, 
digestión, ligación y transformación (Noren y Noren, 2001). Para garantizar la 
diversidad de la genoteca se realizaron 275 reacciones de PCR de ensamblaje 
que fueron mezcladas en una única reacción. Se digirieron 2 µg de esta 
reacción de PCR y 40 µg del vector pXylE5EGln con las enzimas SfiI/NotI. Los 
productos de estas digestiones una vez purificados desde geles de agarosa 
fueron fenolizados, precipitados y resuspendidos en agua. Se realizó una 
ligación en un total de 1,5 ml de reacción que contenían 3 µg del vector y 400 
ng del producto de PCR. Esta ligación se fenolizó, precipitó y resuspendió en 
150 µl de agua transformándose finalmente en células electrocompetentes de 
la cepa de E. coli DHB4, con alta eficiencia de transformación (~1010 
colonias/µg DNA) mediante 150 reacciones de electroporación. Una vez 
obtenida la genoteca Ñ de ~7x108 clones se aislaron los plásmidos en conjunto 
de dicha genoteca para ser transformados a células de la cepa TG1, más 
adecuada para técnicas de phage display. Por último, se realizaron rescates 
con el virus auxiliar hiperfago en 12 grupos de la genoteca contenida en la 
cepa TG1 (~7x108 clones) para minimizar la propagación de determinadas 
variantes frente a otras. Una vez realizados los rescates se mezclaron 
cantidades equivalentes de los clones de los distintos grupos para obtener 
finalmente una genoteca de ~7x108 variantes de N-FimH presentadas en la 
cápsida de M13.  
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La colección de fagos obtenida fue sometida a procesos de selección o 
biopanning frente a diferentes antígenos de naturaleza proteica tales como 
fibrinógeno, integrina α2β3, Taq polimerasa, o proteína SUMO humana. 
Asimismo, se emplearon diferentes técnicas para la selección de fagos. En una 
primera aproximación se fijaron los antígenos a placas de inmunoensayo, que 
una vez bloqueadas fueron incubadas con la colección de fagos procedentes 
de la genoteca Ñ para rescatar variantes de afinidad específica frente a estos 
antígenos. El resultado fue negativo, ya que no se rescataron fagos con unión 
específica frente a ninguno de los antígenos, a pesar de que se ensayaron 
diferentes condiciones de unión (cantidad de antígeno), bloqueo (diversas 
mezclas proteicas), lavado (presencia o ausencia de detergentes, tiempo y 
número de lavados) y elución (por competición frente al antígeno o por 
cambios a pH ácido o básico). Posteriormente realizamos una segunda 
estrategia en la que las proteínas de interés se conjugan a un derivado de 
biotina con un puente disulfuro (D-biotina) para ser fijado a las placas de 
inmunoensayo recubiertas con estreptavidina. Después de la incubación de los 
fagos y tras rondas de lavado para eliminar los fagos no unidos al antígeno, se 
realiza una elución con DTT que rompe el puente disulfuro formado entre el 
antígeno y la biotina, de forma que sólo deben eluir aquellos fagos que queden 
específicamente unidos al antígeno. De nuevo no obtuvimos resultados 
positivos de unión en ninguno de los casos. Hasta el momento no hemos sido 
capaces de explicar el motivo por el cual no se han conseguido rescatar fagos 
procedentes de la genoteca Ñ, ya que el conjunto de experimentos realizado 
con esta genoteca indica que las variantes de N-FimH presentadas en la  
superficie de fagos son estables y solubles. 
2.5. Ensamblaje en fimbrias de algunos clones de la genoteca Ñ 
Para analizar si la capacidad de ensamblaje en la fimbria permanece en los 
clones mutados de forma dirigida en la genoteca Ñ se reemplazó el dominio 
silvestre N-FimH del vector pFHSN6E por dominios mutantes N-FimH 
procedentes de la genoteca Ñ. Para tal fin se seleccionaron 6 clones de la 
genoteca Ñ con secuencia peptídica conocida en los que previamente se 
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había analizado la capacidad de presentación en superficie de la fusión N-
FimH-pIII (Figura 29).  
 
 
FIGURA 29. Mutantes individuales de la genoteca Ñ en phage display. Se muestran las secuencias de los 
mutantes individuales seleccionados. Se recuadran en naranja los residuos que se mutaron de forma 
específica hacia otro aminoácido y en azul aquellos que se mutaron al azar según la estrategia 
NN(G/C/T). Se analizaron los fagos rescatados con hiperfago de cada uno de los mutantes mediante 
Western blot con mAb anti-E-tag-POD. Se incluyó el rescate de un conjunto de la genoteca Ñ así como 
un rescate de N-FimH como control positivo. 
Se realizó el clonaje de estos clones individuales desde el vector de phage 
display al vector de expresión en fimbrias pFHSN6E. Se procedió a realizar una 
purificación de fimbrias en la cepa de E. coli AAEC185/pPKL115 transformada 
con estos clones. Las muestras obtenidas se analizaron en geles SDS-PAGE 
mediante Western blot y Comassie. El análisis de las muestras mediante 
Western blot reveló que aunque todos los clones analizados se expresaban 
adecuadamente (Figura 30, panel inferior) sólo algunos eran ensamblados en 
las fimbrias, concretamente los clones 7 y 21, y minoritariamente el 11 (Figura 
30, panel intermedio). Además, la capacidad de ensamblaje de fimbrias 
(reflejado por la cantidad de FimA) disminuye respecto a FimH silvestre en 
todos los clones no ensamblados (Figura 30, panel superior). Este fenómeno 
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podría deberse a que las variantes no ensambladas se acumulan en el 
periplasma y podrían inducir una activación de proteasas periplásmicas que 
degradarían las subunidades fimbriales. A la vista de estos resultados 
podemos concluir que sólo algunos de los mutantes procedentes de la 
genoteca Ñ de FimH son capaces de ensamblarse en la fimbria. Este resultado 
nos sugirió que el dominio N-terminal de FimH podría ser reconocido 
específicamente durante el ensamblaje de fimbrias. 
 
 
FIGURA 30. Análisis del ensamblaje en fimbrias de mutantes de FimH con dominios N seleccionados de 
la genoteca Ñ. Extractos de fimbrias purificadas de cultivos de E. coli AAEC185/pPKL115 transformadas 
con los mutantes indicados fueron analizados en geles SDS-PAGE por Comassie para la detección de 
FimA (panel superior) y Western blot anti-E-tag-POD para la detección de FimH (panel intermedio). Los 
plásmidos pFHSN6E (carril 1) y pVLT35 (carril 2) se utilizaron como controles positivo y negativo 
respectivamente. Paralelamente se analizaron extractos celulares totales mediante Western blot con mAb 
anti-E-tag-POD para confirmar la expresión de FimH (panel inferior). Se indican las bandas de proteínas 
correspondientes a FimA y FimH. A la izquierda se indican los tamaños (en kDa) de las bandas. 
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3. Estudio de la función del dominio N-terminal de FimH en el ensamblaje 
de fimbrias 
3.1. Análisis de la translocación del dominio C-terminal de FimH 
Con el objetivo de analizar si el dominio N-terminal de FimH tiene alguna 
función durante el ensamblaje de fimbrias construimos una variante de FimH 
sin el dominio N-terminal. Esta versión truncada de FimH fue denominada 
pCFH (Figura 31A). La proteína madura C-FimH codificada por el vector pCFH, 
una vez eliminado su péptido señal, mantiene dos alaninas de la zona del 
conector seguidas de un residuo de cisteína (posición 161 en la proteína FimH 
madura) como primer residuo del dominio C-FimH. 
 
Realizamos una purificación de fimbrias en la cepa de E. coli 
AAEC185/pPKL115 transformada con pCFH o los controles positivo 
(pFHSN6E) y negativo y (pVLT35). Aunque la expresión de la versión truncada 
C-FimH resultó positiva, aunque menor que FimH silvestre (Figura 31B, panel 
inferior), esta variante no se ensambla en la fimbria (Figura 31B, panel 
intermedio) confirmando así la incapacidad del dominio C-terminal de FimH de 
ser ensamblado en la fimbria en ausencia del dominio N-FimH. La cantidad de 
FimA en las fimbrias aisladas de las células que expresaban C-FimH disminuyó 
considerablemente respecto a los controles, posiblemente por la inducción de 
proteasas periplásmicas que degradan las subunidades fimbriales en el 
periplasma (Figura 31B, panel superior). Se conoce que la acumulación de 
subunidades fimbriales en el periplasma induce una respuesta específica de 
estrés de envoltura celular (Isaac et al., 2005; Lee et al., 2004),  que conduce al 
aumento de la expresión de proteasas periplásmicas (p. ej. DegP) y la 
consiguiente degradación de la subunidades fimbriales que permanecen sin 
ensamblar (Raivio y Silhavy, 1999; Rowley et al., 2006; Ruiz y Silhavy, 2005). 
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FIGURA 31. Deleción del dominio N-terminal de FimH. A. Estructura del plásmido pFHSN6E, que 
codifica la proteína FimH completa y de su derivado pCFH que codifica una deleción del dominio N-
terminal. B. Análisis de extractos de fimbrias purificadas (paneles superior e intermedio) mediante 
Comassie y Western blot con anticuerpo anti-E-tag-POD de células de E. coli AAEC185/pPKL115 
transformadas con los plásmidos pFHSN6E (carril 1), pVLT35 (vector vacío; carril 2), o pCFH (carril 3). 
Paralelamente se analizó la presencia de la variante C-FimH en la fracción proteica soluble de estas 
células mediante Western blot (panel inferior). Se indican las bandas de proteínas correspondientes a 
FimA, C-FimH y FimH. A la izquierda se indican los tamaños (en kDa) de las bandas de proteínas. 
3.2. Análisis de variantes quiméricas de FimH con dominios Ig 
heterólogos 
La deleción del dominio N-terminal de FimH sugería que este dominio es 
necesario para el ensamblaje de FimH en la fimbria. Para obtener evidencias 
adicionales de esta función y para comprobar si adhesinas artificiales con 
dominios Ig se ensamblan en la fimbria realizamos construcciones híbridas en 
las que el dominio N-FimH se reemplazó por dominios Ig estables que 
proceden de anticuerpos recombinantes. Estos dominios Ig fueron 
seleccionados porque sus características estructurales (dominios globulares 
de ~2 nm estabilizados por un puente disulfuro, compuestos mayoritariamente 
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por hojas β antiparalelas) se asemejan a las del dominio N-terminal de FimH 
(Figura 32). 
 
FIGURA 32. Comparación de las estructuras 3D del complejo FimC-FimH (izquierda, FimC se muestra en 
verde y FimH en gris), un dominio VHH de camélido (centro), y un dominio VL humano (derecha). Se 
muestra la estructura secundaria para remarcar las similitudes. Imágenes obtenidas a partir de los 
archivos PDB de 1QUN, 1I3V, y 1F6L. Se han incluido vídeos de la estructura 3D de los dominios VHH y 
VL como material suplementario en el CD que acompaña esta Tesis. 
Al igual que ocurre con la proteína FimH completa, especulamos que el 
plegamiento del dominio Ig de las quimeras construidas podría no interferir 
con el plegamiento del dominio C-FimH ni con la secreción a través de FimD. 
Para minimizar cualquier fenómeno de agregación o inestabilidad asociados a 
dominios Ig derivados de anticuerpos convencionales, elegimos para las 
construcciones híbridas de FimH dominios Ig recombinantes que han 
demostrado ser solubles, monoméricos y estables en el periplasma de E. coli 
(Dumoulin et al., 2002; Holliger y Hudson, 2005; Muyldermans, 2001; 
Muyldermans et al., 2001). La estabilidad y solubilidad que caracteriza a los 
anticuerpos monodominios se debe mayoritariamente a la ausencia de 
residuos hidrofóbicos en las zonas expuestas hacia el exterior, que en los 
dominios Ig de anticuerpos están implicados en interacciones intercatenarias. 
Elegimos dos dominios Ig (Figura 32): i) un dominio VHH procedente de un 
anticuerpo de camélido compuesto únicamente por un dominio variable de 
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cadena pesada, con unión a α-amilasa (Muyldermans et al., 2001; Veiga et al., 
2004), ii) un dominio VL procedente de un anticuerpo recombinante humano, 
modificado para ser estable en ausencia de cadena pesada, con unión a CD80 
(glicoproteína de membrana de células presentadoras de antígeno; van den 
Beucken et al., 2001). Ambos dominios se clonaron en el vector pFHSN6E 
reemplazando el dominio N-FimH entre las dianas EcoRI y NotI (Figura 33A). 
De esta manera obtuvimos las construcciones pVHCFH (el dominio VHH 
reemplaza N-FimH) y pVLCFH (el dominio VL reemplaza N-FimH). 
 
Para analizar si estas proteínas heterólogas están siendo ensambladas en la 
fimbria realizamos purificaciones de éstas en la cepa de E. coli 
UTdfim/pPKL115 transformada con las quimeras de reemplazamiento. Los 
extractos obtenidos se analizaron en geles SDS-PAGE mediante Comassie y 
Western blot con anticuerpo anti-E-tag-POD. El resultado indica que ninguna 
de las quimeras de reemplazamiento pVHCFH y pVLCFH son ensambladas en 
la fimbria (Figura 33B, carriles 3 y 4). 
 
Para comprobar si estas quimeras se expresan de forma soluble en 
periplasma, después de una inducción en condiciones de expresión de 
fimbrias se lisaron los cultivos y se sometieron a ultracentrifugación a 100.000 
g, 1h. Se analizó el sobrenadante de dicha centrifugación mediante Western 
blot con anticuerpo anti-E-tag-POD (Figura 33B, panel inferior, carriles 3 y 4) 
confirmando que estas quimeras se expresan de forma soluble en periplasma. 
Por tanto, el reemplazamiento del dominio N-FimH por dominios Ig 
heterólogos no permite el ensamblaje de  estas quimeras en la fimbria. 
 
A la vista de estos resultados especulamos con la idea de que si el dominio N-
FimH es requerido para el ensamblaje en la fimbria, fusiones de dominios Ig 
con la proteína completa FimH podrían ser ensambladas en la fimbria. Para 
explorar esta posibilidad construimos fusiones al extremo N-terminal de la 
proteína madura FimH con los mismos dominios Ig creando dos nuevas 
variantes quiméricas que fueron nombradas pVHFH y pVLFH (Figura 33A).  
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FIGURA 33. Variantes quiméricas de FimH con dominios Ig heterólogos. A. Dibujos esquemáticos de las 
quimeras de FimH. El dominio N-terminal de FimH fue reemplazado por dominios Ig (VHH camelbody y VL 
humano) en el caso de las quimeras de reemplazamiento pVHCFH y pVLCFH. En las quimeras de fusión 
pVHFH y pVLFH los mismos dominios Ig fueron fusionados a la proteína FimH completa. B. Análisis del 
ensamblaje en fimbrias de variantes quiméricas de FimH. Extractos de fimbrias purificadas de cultivos de 
E. coli UTdfim/pPKL115 transformados con los plásmidos indicados se analizaron en geles SDS-PAGE 
teñidos por Comassie para la detección de FimA (panel superior) y Western blot anti-E-tag-POD para la 
detección de FimH (panel intermedio). Los plásmidos pFHSN6E (carril 1) y pVLT35 (carril 2) se utilizaron 
como controles positivo y negativo respectivamente. Paralelamente se lisaron cultivos que expresan los 
plásmidos indicados y se sometieron a centrifugación a alta velocidad (100.000 g) para verificar la 
solubilidad de todas las variantes mediante Western blot con anticuerpo anti-E-tag-POD (panel inferior). 
Se indican las bandas de proteínas correspondientes a FimA y variantes quiméricas de FimH (FimH*). A 
la izquierda se indican los tamaños (en kDa) de las bandas de proteínas. 
Se analizaron purificaciones de fimbrias mediante Western blot con mAb anti-
E-tag de la cepa de E. coli UTdfim/pPKL115 transformada con las quimeras de 
fusión pVHFH y pVLFH. Tal y como se muestra en la Figura 33B, carriles 5 y 6, 
ambas quimeras fueron detectadas en extractos de fimbrias, si bien a niveles 
reducidos respecto a FimH silvestre. Se ha descrito que la ausencia de FimH 
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conduce a una reducción del número de fimbrias ensambladas, lo que explica 
que en las purificaciones de E. coli UTdfim/pPKL115 transformada con 
pVLT35 (vector vacío) se detecte menor cantidad de FimA (Figura 33, panel 
superior). Sin embargo, la cantidad de FimA en los extractos de E. 
coli/pPKL115 transformada con las diferentes quimeras es menor que en el 
caso de pVLT35. Este dato sugiere que la expresión de estas quimeras podría 
inducir proteasas periplásmicas que degraden las subunidades fimbriales y 
consiguientemente disminuyan los niveles de fimbrias tipo 1 en la superficie de 
la bacteria, al igual que ocurría con la expresión de C-FimH. A pesar de su 
mayor complejidad estructural las quimeras de fusión VHH-FimH y VL-FimH 
(compuestas por tres dominios proteicos) se acumulan en forma soluble a 
niveles similares a FimH silvestre (Figura 33, panel inferior, carriles 5 y 6).  
3.3. Exposición en superficie de variantes quiméricas de FimH 
Para analizar la exposición en superficie de estas proteínas heterólogas y 
determinar por un método alternativo si se encuentran ensambladas en las 
fimbrias, realizamos ensayos de ELISA en células de E. coli UTdfim/pPKL115. 
Tal y como se muestra en la Figura 34 el mAb anti-E-tag-POD detecta la 
exposición de la proteína FimH en la superficie de células de E. coli 
transformadas con pPKL115 y pFHSN6E pero no en células transformadas 
con pFC33 (codifica FimC) y pFHSN6E. La permeabilización de la membrana 
externa reduce las señales detectadas en el ELISA, por lo que debe existir una 
ausencia de reconocimiento de FimH en ELISA por el anticuerpo anti-E-tag 
cuando se localiza en periplasma, posiblemente porque el epítopo E-tag 
quede protegido por la chaperona FimC cuando interaccionan in vivo. La 
eficacia del proceso de permeabilización se comprobó mediante la expresión 
en periplasma de un anticuerpo recombinante monocadena scFv (pFvHp3, 
~30 kDa) con un E-tag en su extremo C-terminal (Veiga et al., 1999). Cuando 
realizamos este ensayo con células de E. coli UTdfim/pPKL115 transformadas 
con las quimeras de reemplazamiento pVHCFH y pVLCFH no detectamos 
exposición en superficie. Sin embargo en células de E. coli UTdfim/pPKL115 
transformadas con las quimeras de fusión pVHFH o pVLFH, detectamos la 
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exposición de ambas fusiones en la superficie de las bacterias (Figura 34). 
Aunque en este ensayo se observa que la quimera VHH-FimH parece estar 
ensamblada en la fimbria de forma más eficiente, ambas quimeras muestran 
una capacidad de ensamblaje muy disminuida respecto a FimH silvestre (5-
10%). 
 
 
FIGURA 34. Exposición en superficie de variantes quiméricas de FimH. Se determinó mediante ELISA 
con anticuerpo anti-E-tag-POD en células intactas (gris) o permeabilizadas (blanco) de E. coli UTdfim 
transformadas con los plásmidos indicados. Los valores mostrados son la media de tres experimentos 
independientes. Sólo se detectó exposición en superficie en células transformadas con el plásmido 
pPKL115 y los plásmidos que contienen el dominio N-FimH (pFHSN6E, pVHFH, pVLFH). El plásmido 
pVLT35 (vector vacío) se usó como control negativo. Como control positivo de permeabilización se usó el 
plásmido pFvHp3, que expresa un anticuerpo monocadena en periplasma conteniendo el epítopo E-tag. 
Estos resultados confirman los datos obtenidos en las purificaciones de 
fimbrias indicando que las quimeras de FimH que contienen el dominio N-
FimH pueden ser ensambladas en la fimbria aunque a niveles reducidos. 
3.4. Ensayo de competición de las construcciones quiméricas de FimH 
Para tratar de comprender el mecanismo molecular que requiere la presencia 
del dominio N-FimH durante el ensamblaje de fimbrias tipo 1, analizamos si 
alguna de las quimeras de FimH podría inhibir la actividad del usher FimD. Nos 
planteamos la posibilidad de que a nivel de membrana externa estas quimeras 
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estuviesen bloqueando el usher FimD e inhibiendo por tanto la capacidad de 
translocación del resto de subunidades fimbriales a través de éste. Esta 
hipótesis ayudaría a explicar (junto con la inducción de un estrés en la 
envoltura celular) los niveles reducidos de FimA que encontramos tras la 
expresión de las diferentes quimeras. Además esta hipótesis es compatible 
con la capacidad previamente descrita de unión a FimD de los complejos C-
FimH/FimC (Barnhart et al., 2003; Nishiyama et al., 2003; Nishiyama et al., 
2005). 
 
Para comprobar esta hipótesis realizamos un ensayo de competición de las 
quimeras frente a FimH silvestre. Para tal fin la cepa de E. coli MG1655Δfim 
transformada con el plásmido pSH2, que expresa el operón fim completo 
(Orndorff y Falkow, 1984), fue transformada con los vectores que expresan las 
variantes quiméricas de FimH. De esta forma si las quimeras estuvieran 
bloqueando al usher FimD observaríamos una disminución de FimH silvestre 
en la fimbria. Para cuantificar los niveles de FimH silvestre en la fimbria 
realizamos un ensayo cuantitativo de hemaglutinación usando para ello 
diluciones seriadas 1:1 de los cultivos inducidos (Kuehn et al., 1994). 
 
Tal y como se muestra en la Tabla 6, los índices de hemaglutinación que se 
obtienen en la cepa de E. coli MG1655Δfim/pSH2 transformada con el vector 
vacío (pVLT35) o con los vectores que codifican las diferentes quimeras de 
FimH (deleción de N-FimH, quimeras de reemplazamiento y de fusión) son 
idénticos  (28=256). El moderado aumento (dos veces, 29=512) de la capacidad 
de hemaglutinación que se observa en la cepa transformada con pFHSN6E 
(codifica FimH), se debe probablemente a una sobreexpresión de la adhesina 
FimH. La expresión de todas las proteínas se comprobó por Western blot con 
anticuerpo anti-E-tag-POD (datos no mostrados). Para descartar la posibilidad 
de que el plásmido pSH2 estuviese expresando FimH (y FimD) a mayores 
niveles que los derivados de pVLT35 se realizó adicionalmente este ensayo 
utilizando la cepa MG1655 (que expresa fimbrias de forma silvestre desde el 
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operón fim cromosómico) transformada con los vectores indicados en la Tabla 
6, obteniéndose idénticos resultados (datos no mostrados). 
 
Tabla 6. Coexpresión de quimeras de FimH con FimH silvestre. 
Plásmido*  
Índice de hemaglutinación (HA) ** 
   -D-manosa   +D-manosa  
pVLT35              256          2 
pFHSN6E             512          2 
pCFH              256         2 
pVHCFH              256         2 
pVLCFH             256         2 
pVHFH              256          2 
pVLFH                  256          2 
* Plásmidos en E. coli MG1655Δfim/pSH2 (fim+ fimH+). 
** Índice HA=2n, donde n es la mayor dilución (de orden 2) del cultivo que  
induce aglutinación de eritrocitos de cobaya. 
Este ensayo demuestra que las quimeras no inhiben la función de FimD 
(incluso cuando se expresa en monocopia desde el cromosoma en MG1655 
silvestre), manteniendo esta proteína la capacidad de ensamblaje de fimbrias 
tipo 1 a niveles normales cuando se expresa FimH silvestre. 
3.5. Interacción de las construcciones quiméricas de FimH con el usher 
FimD  
Una vez descartada la hipótesis de que las quimeras de reemplazamiento 
estuviesen inhibiendo la función de FimD, pensamos en la posibilidad de que 
no hubiese interacción entre éstas y el usher in vivo. Para analizar la existencia 
de dicha interacción comparamos los niveles de unión de las diferentes 
quimeras al usher FimD fusionado a una cola de seis histidinas (6xhis) en su 
extremo C-terminal. Se ha descrito previamente que FimD6xhis puede ser 
recuperado de la ME en complejo con FimH y FimC, usando una 
cromatografía de afinidad a metales (IMAC) (Barnhart et al., 2003; Saulino et 
al., 1998). Para este experimento construimos el plásmido pCD18his, en el que 
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se clonaron los genes que codifican fimC y fimD6xhis bajo el control del 
promotor de la arabinosa PBAD (Materiales y Métodos). Este plásmido es 
compatible con los derivados de pVLT35 que codifican las diferentes 
quimeras. Posteriormente, la cepa de E. coli MG1655Δfim se cotransformó con 
el plásmido pCD18his y con los vectores que expresan las quimeras de 
reemplazamiento y de fusión (pVHCFH, pVLCFH, pVHFH o pVLFH) o con 
pFHSN6E o pVLT35 como controles positivo y negativo respectivamente. La 
inducción de las proteínas FimC y FimD6xhis se realizó con arabinosa. Para 
equiparar los niveles de expresión de las diferentes quimeras a FimH silvestre 
se indujeron con IPTG únicamente las quimeras de reemplazamiento pVHCFH 
y pVLCFH, obteniéndose así niveles de expresión similares en todas las 
muestras, que se detectaron mediante Western blot con anticuerpo anti-E-tag-
POD (Figura 35, panel inferior). Posteriormente se obtuvieron extractos de ME 
que una vez solubilizados en detergente fueron sometidos a cromatografía de 
unión a metales de forma que la proteína FimD6xhis a través de la cola de seis 
histidinas queda unida a la resina junto a aquellas proteínas con las que 
interacciona (ver Materiales y Métodos, apartado 12). Después de eluir los 
complejos unidos a la resina con imidazol se analizó mediante Western blot 
con anticuerpo anti-E-tag-POD la presencia de las quimeras de FimH 
asociadas a FimD6xhis. El experimento muestra que ninguna de las quimeras de 
reemplazamiento es capaz de interaccionar con FimD6xhis ya que apenas se 
detectan en las muestras de los eluídos (Figura 35, panel intermedio, carriles 4 
y 5) a pesar de que sus niveles de expresión son similares a los de la proteína 
FimH silvestre (Figura 35, panel inferior). Por el contrario, las quimeras de 
fusión son capaces de interaccionar con FimD6xhis puesto que se recuperan de 
los complejos ternarios a niveles similares a FimH silvestre (Figura 35, panel 
intermedio, carriles 6 y 7). La quimera de fusión VHH-FimH parece unirse con 
más afinidad a FimD6xhis que la quimera VL-FimH, lo que estaría de acuerdo con 
su mayor exposición en superficie obtenida en ELISA (Figura 34). Se 
comprobó que la elución de FimD6xhis es homogénea en todas las muestras 
mediante Western blot con anticuerpo anti-His-POD (Figura 35, panel 
superior). Demostramos que en ausencia de FimD6xhis la proteína FimH no se 
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une a la resina de forma inespecífica, mediante un control en células 
MG1655Δfim transformadas con pFHSN6E y pFC18, que expresan únicamente 
FimH y FimC (Figura 35, carril 3). 
 
 
FIGURA 35. Interacción de las variantes quiméricas de FimH con el usher FimD in vivo. Análisis mediante 
Western blot de co-purificaciones de las quimeras de FimH en complejo con FimD6xhis realizadas  en 
células de E. coli MG1655Δfim transformadas con el plásmido pCD18his (FimC, FimD6xhis) y los 
plásmidos indicados: pVLT35 (carril 1, control negativo), pFHSN6E (carril 2, control positivo), pVHCFH 
(carril 4), pVLCFH (carril 5), pVHFH (carril 6), pVLFH (carril 7). Como control negativo adicional se realizó 
una co-purificación en células de E. coli MG1655Δfim con los plásmidos pFC18 y pFHSN6E (carril 3). Las 
proteínas que eluyeron después de la cromatografía de afinidad a metales (IMAC) se analizaron mediante 
Western blot  con anticuerpo anti-His-POD para la detección de FimD6xhis (panel superior) o mAb anti-E-
tag-POD para la detección de FimH o variantes quiméricas de FimH (FimH*; panel intermedio). En 
paralelo, se analizaron mediante Western blot con mAb anti-E-tag-POD extractos de células totales de 
los mismos cultivos (panel inferior) para verificar la expresión de FimH y FimH* en todas las muestras. A 
la izquierda se indican los tamaños (en kDa) de las bandas de proteínas. 
Estos experimentos demuestran que la interacción de las quimeras con el 
usher FimD in vivo sólo ocurre cuando estas quimeras poseen el dominio N-
terminal de FimH. Por tanto, la interacción del dominio N-FimH con FimD es 
fundamental para la translocación de FimH a través de la membrana externa y 
su posterior ensamblaje en la fimbria. 
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4. Identificación de residuos en el dominio N-terminal de FimH implicados 
en el ensamblaje de FimH 
Una vez que determinamos que el dominio N-terminal de FimH es esencial 
para la interacción con el usher FimD y por tanto para la translocación de FimH 
a través de la membrana externa quisimos profundizar en el mecanismo 
molecular de este proceso. Para tal fin se generaron mutantes al azar del 
dominio N-FimH con el objetivo de identificar residuos de este dominio 
implicados en la translocación y ensamblaje de FimH en la fimbria.  
4.1 Mutagénesis al azar del dominio N-FimH  
Para obtener mutantes del dominio N-FimH que presenten afectada su 
capacidad de ensamblaje en la fimbria se generó mediante PCR mutagénico 
una colección de variantes de N-FimH con mutaciones al azar. Se realizó una 
PCR con una DNA polimerasa propensa a errores (Mutazyme) con distintas 
concentraciones de molde de DNA (10, 100, 1000 y 2000 ng de vector) del 
plásmido pFH35 y oligonucleótidos que hibridan en los extremos 5´ y 3´ del 
dominio N-FimH (ver Materiales y Métodos, apartado 4). De esta forma 
obtuvimos una tasa de mutación dependiente de la concentración de molde 
de la reacción, mayor cuanto menos molde es empleado. Decidimos utilizar 
para el clonaje la reacción de PCR que se realizó con 100 ng de DNA molde ya 
que la tasa de mutación observada por secuenciación de 10 clones al azar 
correspondía a 1,75 mutaciones (bases nucleotídicas) por fragmento de PCR 
de N-FimH, número adecuado para abordar el estudio de mutantes simples. 
Esta reacción de PCR se digirió con SfiI/NotI, y se clonó en el vector de phage 
display pXylE5EGln digerido con las mismas enzimas. Las variantes obtenidas 
se transformaron en la cepa de E. coli TG1 hasta obtener una genoteca de 
~5x105 clones. 
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4.2 Selección de mutantes estables del dominio N-FimH mediante phage 
display 
Con el objetivo de seleccionar únicamente mutantes estables se siguió una 
estrategia que se resume en la Figura 36. La expresión de los mutantes al azar 
del dominio N-FimH en un sistema de phage display (utilizando el vector 
pXylE5EGln), nos permitió enriquecer aquellos mutantes estables y funcionales 
mediante unión a D-manosa.  
 
 
FIGURA 36. Estrategia general para la identificación de residuos en el dominio N-terminal de FimH 
implicados en el ensamblaje de FimH. 
El rescate de la genoteca (transformada en células TG1, ~5x105 clones) se 
realizó con el virus auxiliar hiperfago, dando como resultado partículas de M13 
que contienen en su cápsida las fusiones N-FimH-pIII que mantienen la 
capacidad de unir moléculas de D-manosa. Con el fin de seleccionar 
únicamente mutantes estables del dominio N-terminal de FimH se enriqueció 
la colección de fagos en aquellas variantes capaces de unirse a D-manosa, y 
que por tanto serán estables y funcionales. Para tal fin se incubaron ~2x1012 
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fagos de la colección, resuspendidos en PBS-leche 3%, en tubos de 
inmunoensayo recubiertos con mannan. Se eliminaran los fagos no unidos 
mediante lavados con PBS y se eluyeron con metil-D-manosa específicamente 
aquellos que presentan capacidad de unir restos de D-manosa. Para confirmar 
la especificidad del proceso se emplearon bacteriófagos con la proteína FimH 
silvestre resuspendidos en PBS-leche 3% como control positivo o 
resuspendidos en PBS-leche 3% conteniendo D-manosa 2% (p/v) como 
control negativo. El número de fagos eluídos procedentes de la genoteca de 
N-FimH aleatorizada fue aproximadamente el mismo (~8x104) que el del 
control positivo, mientras que el número de fagos eluídos en el control 
negativo fue de ~101.  
 
Las variantes de N-FimH en phage display recuperadas de la unión a mannan 
se clonaron en el vector pFHSN6E de expresión en fimbrias, reemplazando el 
dominio N-FimH silvestre. Se obtuvo así una colección de ~4x105 clones que 
fue nombrada como pFHSN6E-MUT. 
 
Para confirmar que las variantes de esta colección son en su mayoría capaces 
de ensamblarse en fimbrias se realizaron purificaciones de éstas desde 
cultivos de células de E. coli UTdfim/pPKL115 transformadas con un conjunto 
de la colección pFHSN6E-MUT (Figura 37A). El análisis de los extractos 
obtenidos mediante Western blot y Comassie indica que mayoritariamente 
estas variantes mantienen la capacidad de ensamblaje en fimbrias (Figura 
37A). Además se realizó un ensayo de fraccionamiento subcelular para 
comprobar que estas variantes (analizadas en grupo) permanecen solubles en 
el periplasma (Figura 37B). 
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FIGURA 37. Ensamblaje en fimbrias y solubilidad de la genoteca de variantes del dominio N-FimH 
mutado al azar. A. Ensamblaje en fimbrias. Se indujeron cultivos de la cepa de E. coli UTdfim/pPKL115 
transformada con un conjunto de la genoteca pFHSN6E-MUT o con pVLT35 o pFHSN6E como controles 
negativo y positivo respectivamente. Se realizaron purificaciones de fimbrias de estos cultivos que fueron 
analizadas en geles SDS-PAGE mediante Comassie para la detección de FimA (panel superior) y Western 
blot anti-E-tag-POD para la detección de FimH (panel inferior). B. Solubilidad. La lisis y el 
fraccionamiento de los cultivos anteriores dio lugar a diferentes fracciones proteicas: ET, extracto total; 
I1, fracción insoluble, tras una centrifugación a 4.000 g; I2, fracción insoluble, tras centrifugación a 
100.000 g; S, extracto soluble. Se analizaron estos extractos mediante Western blot con mAb anti-E-tag-
POD (paneles superiores) o con anticuerpo anti-OmpA para descartar contaminaciones de membrana 
externa en los extractos solubles (paneles inferiores). FimH* podría ser la forma no procesada de FimH 
con péptido señal. 
4.3. Selección de mutantes del dominio N-FimH que presentan disminuida 
su capacidad de ensamblaje en fimbrias 
Una vez analizados estos controles, realizamos una selección de clones 
mutantes en N-FimH que presentan disminuida su capacidad de ensamblaje 
en la fimbria. 
 
Para ello se aprovechó la capacidad de FimH de unirse a la superficie de 
células de levaduras (ver apartado 1.2 de Resultados). Se crecieron cultivos de 
la cepa UTdfim/pPKL115 transformada con la genoteca pFHSN6E-MUT o bien 
los plásmidos pVLT35 y pFHSN6E como controles negativo y positivo 
respectivamente. Se realizaron dos selecciones diferentes, induciendo o no 
con IPTG la expresión de los mutantes de N-FimH. En ambos casos los 
cultivos fueron diluidos en PBS y se pusieron en contacto con una cantidad 
100 veces mayor (en unidades ópticas) de células de S. cerevisiae previamente 
inactivadas por calor. Después de incubar los cultivos de bacterias con la 
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suspensión de levaduras durante 90 min a 25ºC se centrifugaron a baja 
velocidad (1.000 rpm; 1 min) tras lo cual se recogió el sobrenadante, que fue 
sometido a una nueva centrifugación en idénticas condiciones. Finalmente se 
plaquearon diluciones de estos sobrenadantes para contar bacterias y analizar 
así la efectividad del proceso de selección. Los porcentajes obtenidos se 
muestran en la Tabla 7. 
 
Tabla 7. Selección de mutantes mediante unión a levaduras 
Plásmido/Genoteca  % bacterias en sobrenadante 
pFHSN6E 4,5% 
pVLT35 68% 
pFHSN6E-MUT (selección-IPTG) 28% 
pFHSN6E-MUT (selección +IPTG) 16% 
 
 
Después se procedió a una selección más específica en la que se analizaron 
clones individuales mediante ensayos de ELISA en superficie y Western blot. 
Para ello se utilizaron placas de cultivo de 96 pocillos, en cada una de las 
cuales se inocularon 90 clones individuales procedentes de la selección con 
células de levadura así como 2 controles positivos (pFHSN6E; FimH silvestre), 
2 controles negativos (pVLT35; plásmido vacío) y 2 controles de medio para 
descartar contaminaciones. Se crecieron los cultivos induciendo la expresión 
de FimH con IPTG. Una vez crecidos los cultivos se concentraron 10 veces en 
PBS, dividiéndose estas resuspensiones en dos partes iguales. Con la primera 
de ellas se realizó un ensayo de ELISA. Este ensayo nos permitió comparar los 
niveles de translocación de cada uno de los clones analizados respecto a la 
proteína silvestre FimH. Con la otra resuspensión se realizaron Western blot 
para verificar que los niveles de expresión de los mutantes son similares a los 
de FimH en pFHSN6E. Para agilizar el proceso de análisis de un alto número 
de muestras, en lugar de correr geles SDS-PAGE se transfirieron directamente 
estas muestras (hervidas con tampón de carga de proteínas 2x, conteniendo 
SDS y 2ME) a membranas de PVDF, utilizando para ello un aparato de Dot-
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Blot. Después las membranas se revelaron con anticuerpo anti-E-tag-POD 
para detectar la expresión de los clones de FimH mutado (Figura 38). 
 
 
FIGURA 38. Ejemplo de ensayo de Dot-Blot con mAb anti-E-tag-POD en extractos totales de células de 
E. coli UTdfim/pPKL115 transformadas con clones individuales de la genoteca pFHSN6E-MUT o con 
pVLT35 o pFHSN6E como controles negativo y positivo respectivamente. Se muestran exclusivamente 
los valores de ELISA de los clones cuya expresión es positiva, así como de los controles positivo y 
negativo. Se recuadran en rojo los clones que fueron seleccionados para su análisis en esta membrana. 
Selección con levaduras sin IPTG: Análisis de los mutantes 
seleccionados. 
De la primera selección, realizada mediante agregación de células de levadura 
de cultivos de E. coli UTdfim/pPKL115/pFHSN6E-MUT no inducidos con IPTG, 
se analizaron 810 clones tanto por ELISA, para comprobar los niveles de 
ensamblaje en fimbria, como por Western blot para verificar la expresión. Se 
seleccionaron 20 clones, todos ellos con unos niveles de expresión similares a 
los de la proteína silvestre FimH y con una capacidad de ensamblaje en fimbria 
disminuida respecto a ésta. Se aisló el plásmido que contiene FimH en cada 
uno de los mutantes para volver a transformarlo en la misma cepa 
(UTdfim/pPKL115) y verificar así el fenotipo. 
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Con cada uno de estos clones retransformados se realizó un nuevo ensayo de 
ELISA en superficie para cuantificar los niveles de ensamblaje. Diluciones 
seriadas de cultivos en condiciones de inducción/no inducción de la cepa 
UTdfim/pPKL115 transformada con los plásmidos que codifican estos 
mutantes se fijaron a placas de inmunoensayo. Después, se añadió anticuerpo 
anti-E-tag-POD para detectar la exposición en superficie de cada uno de los 
mutantes. En la Figura 39 se muestran como ejemplo los gráficos 
correspondientes a los mutantes 3, 6 y 18 así como los controles positivo y 
negativo (pFHSN6E y pVLT35 respectivamente). 
 
 
FIGURA 39. Ensamblaje en fimbria de los mutantes de N-FimH. Se representan gráficamente los valores 
de ELISA en superficie de diluciones de cultivos de la cepa UTdfim/pPKL115 transformada con los 
mutantes indicados, crecidos en ausencia (A) o presencia (B) de IPTG. — pFHSN6E, —pVLT35, — 
mutante 3, — mutante 6, — mutante 18. 
Los valores de absorbancia obtenidos a 490 nm se dividieron entre la DO600 del 
cultivo, obteniéndose un valor de ensamblaje para cada mutante que es la 
media de los valores obtenidos de tres diluciones del cultivo en condiciones 
no saturantes. Estos valores se referenciaron a FimH silvestre (pFHSN6E; 
100% ensamblaje) para obtener el tanto por ciento de ensamblaje de cada 
mutante (Figura 40A, gráfico). El experimento muestra que todos los clones 
seleccionados presentan una disminución de su capacidad de ensamblaje en 
fimbria respecto a la proteína silvestre FimH. Además se observa que en la 
mayoría de los mutantes analizados esta capacidad de ensamblaje aumenta 
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en mayor o menor medida cuando sobreexpresamos con IPTG, mientras que 
con la proteína silvestre FimH no hay aumento del ensamblaje. Esta 
observación podría indicar un problema de afinidad de los mutantes con el 
usher de membrana externa FimD. En paralelo se analizaron extractos totales 
mediante Western blot con anticuerpo anti-E-tag-POD de cada uno de los 
cultivos inducidos con IPTG para determinar el patrón de expresión y 
procesamiento de estos mutantes, confirmando que todos ellos presentan 
unos niveles de expresión similares a los de la proteína FimH silvestre, con el 
mismo patrón de procesamiento (Figura 40A, panel inferior). 
 
Tomando en conjunto los datos de ELISA en superficie podemos concluir que 
los mutantes del dominio N-FimH seleccionados presentan una capacidad de 
ensamblaje en fimbria entre 0,1-16% (respecto a FimH silvestre) en 
condiciones de no inducción y entre 0,1-40% (respecto a FimH silvestre) en 
condiciones de inducción con IPTG.  
Selección con levaduras con IPTG: Análisis de los mutantes 
seleccionados.  
De la segunda selección, realizada mediante agregación de células de 
levadura de cultivos de E. coli UTdfim/pPKL115/pFHSN6E-MUT inducidos con 
IPTG, se analizaron 1260 clones tanto por ELISA, para comprobar los niveles 
de ensamblaje en fimbria, como por Western blot para verificar la expresión. 
En esta ocasión se seleccionaron únicamente 3 clones, con una capacidad de 
ensamblaje en fimbria muy disminuida, de entre 10-100 veces respecto a FimH 
silvestre descartando clones con valores intermedios. Se aisló el plásmido que 
contiene FimH en cada uno de los mutantes para volver a transformarlo en la 
misma cepa (UTdfim/pPKL115) y verificar así el fenotipo. 
 
Con cada uno de estos clones retransformados se realizó un nuevo ensayo de 
ELISA en superficie para cuantificar los niveles de ensamblaje. El experimento 
muestra que en dos de los mutantes analizados (mutantes 41 y 55) el 
ensamblaje en fimbria es prácticamente inexistente (< 1%), mientras que en el 
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mutante 62 este ensamblaje es del 5-10 % respecto a FimH silvestre (Figura 
40B, gráfico). El análisis mediante Western blot de extractos totales de cada 
uno de los cultivos inducidos con IPTG nos reveló que en los mutantes 55 y 62 
el patrón de procesamiento se asemeja al de FimH silvestre, aunque a niveles 
reducidos respecto a éste, mientras que el mutante 41 no es capaz en ningún 
caso de ser procesado correctamente (Figura 40B, panel inferior). 
 
Estos resultados indican que los mutantes seleccionados con células de 
levadura en condiciones de inducción presentan un procesamiento 
defectuoso. Por este motivo decidimos no continuar el estudio con estos 
mutantes que, únicamente fueron secuenciados para determinar qué residuos 
habían sido mutados. 
 
 
FIGURA 40. Ensamblaje en fimbria de los mutantes de N-FimH seleccionados a partir de la selección 
con levaduras sin IPTG (A) o con IPTG (B). Cultivos de la cepa UTdfim/pPKL115 transformados con cada 
uno de los mutantes seleccionados fueron inducidos o no con IPTG. Diluciones de estos cultivos se 
fijaron a placas de inmunoensayo para detectar la exposición en superficie de cada uno de los mutantes 
con mAb anti-E-tag-POD. Los valores de absorbancia obtenidos a 490 nm se dividieron entre la DO600 
del cultivo, obteniéndose un valor de ensamblaje para cada mutante que es la media de los valores 
obtenidos de tres diluciones del cultivo en condiciones de ELISA no saturantes. Estos valores se 
referenciaron a FimH silvestre (pFHSN6E). En paralelo se analizaron extractos totales de los cultivos 
mediante Western blot anti-E-tag-POD para la detección de FimH. FimH* podría ser la forma no 
procesada de FimH con péptido señal. 
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4.4. Caracterización de los mutantes seleccionados 
4.4.1 Ensamblaje en fimbrias (ELISA/purificación) 
Para estudiar con más detalle el proceso de ensamblaje de los mutantes de N-
FimH obtenidos seleccionamos algunos de ellos que parecían presentar un 
menor ensamblaje en la fimbria (mutantes 2, 3, 6, 16, 18, 20, 21, 24 y 25). Se 
realizaron purificaciones de fimbrias en células de E. coli UTdfim/pPKL115 
transformadas con cada uno de estos mutantes. Los extractos obtenidos 
fueron analizados en geles SDS-PAGE teñidos por Comassie para la detección 
de FimA o Western blot con anticuerpo anti-E-tag-POD para la detección de 
FimH. Este experimento nos confirmó la disminución del ensamblaje en fimbria 
de los mutantes seleccionados, observado en ELISA, así como el significativo 
aumento de dicho ensamblaje en algunos de los mutantes cuando son 
inducidos con IPTG (Figura 41A, B, paneles inferiores). Además observamos 
que en estos mutantes los niveles de FimA se mantienen similares a los 
obtenidos con FimH silvestre (Figura 41A, B, paneles superiores). 
 
 
FIGURA 41. Ensamblaje en fimbria de algunos mutantes de N-FimH. Se realizaron purificaciones de 
fimbrias de cultivos de E. coli UTdfim/pPKL115 transformados con los vectores pFHSN6E, pVLT35 o los 
mutantes 2, 3, 6, 16, 18, 20, 21, 24 o 25, crecidos en ausencia (A) o presencia (B) de IPTG. Los extractos 
de fimbrias purificadas se analizaron en geles SDS-PAGE mediante Comassie para la detección de FimA 
(paneles superiores) o mediante Western blot con anticuerpo anti-E-tag-POD para la detección de FimH 
(paneles inferiores).  
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4.4.2 Identificación de residuos implicados 
Una vez confirmados los defectos de ensamblaje en fimbria de los mutantes 
en N-FimH seleccionados se secuenciaron éstos para determinar dónde se 
localizan dichas mutaciones. En la Tabla 8 se muestran cada una de las 
mutaciones encontradas en los diferentes mutantes (así como el tanto por 
ciento de ensamblaje de cada mutante en condiciones de inducción/no 
inducción), observándose una amplia diversidad en cuanto al número de 
mutaciones (entre 1 y 5 por mutante) así como en las posiciones mutadas.  
 
Tabla 8. Mutaciones del dominio N-FimH de los mutantes analizados. 
Mutante Mutaciones %E-IPTG %E+IPTG 
FimH   100,0 100,0 
Mut-1 S62P 16,0 29,0 
Mut-2 G14S, L34Q 6,4 10,1 
Mut-3 G16S 11,9 22,2 
Mut-6 G16D  3,7 13,4 
Mut-7 P49L, P104Q 5,3 20,7 
Mut-8 N46T 7,5 16,4 
Mut-10 T40S, N46T, P91Q 3,6 18,8 
Mut-11 T40A, D47V 5,2 7,9 
Mut-13 A2S, G15D, L107I, L131S 13,0 7,4 
Mut-15 G15R 3,9 8,4 
Mut-16 D47Y, G65D < 1 5,6 
Mut-17 G15R, Y82C 6,0 6,3 
Mut-18 C3Y, N136G, Y137I, N138Q < 1 < 1 
Mut-19 N46Y  1,8 10,3 
Mut-20 G15S, V20A, V128M 7,1 11,8 
Mut-21 G15D, Q59H, V128L, F142S 5,5 11,0 
Mut-22 D47N 16,0 40,8 
Mut-23 Q59L,Q133L 11,2 23,6 
Mut-24 A122D, D153V, ΔV156 < 1 7,8 
Mut-25 N46K, S72F 1,2 1,6 
Mut-41 C3R, A6T, V28M, V35I, G65D < 1 < 1 
Mut-55 V56F, K101E < 1 9,9 
Mut-62 S39P, H45L, S88R 5,4 13,6 
NOTA: En gris se marcan los mutantes con deleciones (mutante 24) o con problemas de procesamiento 
(mutantes 41 y 55). Estos mutantes no fueron incluidos en las representaciones de las Figuras 42 y 43. E-
IPTG: ensamblaje en condiciones de no inducción; E+IPTG: ensamblaje en condiciones de inducción. 
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Sin embargo, si analizamos las mutaciones en el contexto de estructura 
primaria y secundaria de N-FimH (Figura 42) podemos observar que aunque 
existen mutaciones repartidas a lo largo de toda la secuencia se localizan dos 
zonas críticas o puntos calientes en las que las mutaciones además de ser 
consecutivas aparecen en un elevado número de mutantes. 
 
 
FIGURA 42. Estructura primaria y secundaria del dominio N-terminal de FimH con los aminoácidos 
mutados en los mutantes seleccionados. Se marcan en azul las posiciones que aparecen mutadas en un 
único mutante, en naranja aquellas que aparecen en dos mutantes y en rojo aquellas que aparecen en 
tres o más mutantes. Encima de la estructura primaria se muestran en gris los aminoácidos que aparecen 
en los mutantes. Se han remarcado con un recuadro las zonas donde se concentran un elevado número 
de mutantes. No se representan los mutantes con deleciones (mutante 24) o con problemas de 
procesamiento (mutantes 41 y 55). 
La primera zona crítica comprende los residuos G14, G15 y G16 mientras que 
la segunda comprende los residuos H45, N46 y D47. Al analizar estas zonas 
críticas en la estructura tridimensional de FimH se observa que éstas se 
localizan en bucles situados cerca del bolsillo de unión a D-manosa, 
expuestos en la superficie de FimH y concentrados en una zona concreta de la 
proteína (Figura 43). También se observa que en un único mutante (número 
18), que tiene enormemente disminuida la capacidad de translocación de 
FimH, aparece una tercera zona mutada en la que se sitúan tres mutaciones 
consecutivas (N136G, Y137I, N138Q; Figuras 42 y 43). Sin embargo este 
mutante posee además la mutación C3Y, por lo que la disminución del 
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ensamblaje podría deberse tanto a mutaciones que afectan a esta tercera zona 
como a la cisteína mutada. Además existen otros residuos que podrían estar 
implicados en el ensamblaje de FimH y que aparecen mutados en varios 
mutantes, formando parte de estructuras secundarias definidas. Los residuos 
S39 y T40 se localizan en una hélice 310, próxima a los residuos H45, N46 y 
D47 de la zona 2 de N-FimH por lo que podrían estar distorsionando 
indirectamente la estructura (y función) de esta zona. Los residuos Q59 y V128 
se localizan en hojas β y están expuestos hacia el exterior de la proteína 
(Figuras 42 y 43). 
 
 
FIGURA 43. Mutaciones que afectan el ensamblaje de FimH. Estructura 3D de la proteína FimH (gris) en 
complejo con la chaperona FimC (verde). Se marca la estructura secundaria de la proteína (izda) y su 
superficie (dcha). Se indican en azul las posiciones que aparecen mutadas en un único mutante, en 
naranja aquellas que aparecen en dos mutantes y en rojo aquellas que aparecen en tres o más mutantes. 
Se señalan los residuos implicados en el ensamblaje de FimH en la fimbria. Se ha incluido un vídeo de 
esta figura (Mutaciones ensamblaje N-FimH) como material suplementario en el CD que acompaña esta 
Tesis. 
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Las zonas críticas 1 y 2, implicadas en la capacidad de ensamblaje de FimH, 
se localizan en las proximidades de los bucles que fueron seleccionados para 
la mutagénesis dirigida del dominio N-FimH en un sistema de phage display 
(apartado 2.4 de Resultados), mientras que la zona 3 coincide exactamente 
con el tercer bucle mutado en esta genoteca. Decidimos seleccionar para la 
mutagénesis dirigida aquellos bucles que parecían estar expuestos en la 
superficie de la proteína de acuerdo a la estructura del cristal de FimH. 
Pensamos que precisamente el hecho de estar expuestos hacia el exterior de 
la proteína y en el extremo cercano al bolsillo de unión a D-manosa es lo que 
determina la importancia de estas regiones durante el ensamblaje de FimH. 
Estos resultados serán revisados en la Discusión. 
4.4.3 Ensayo de competición de los mutantes de N-FimH 
Al encontrarnos con varias zonas localizadas en el dominio N-terminal de FimH 
que demostraron ser críticas para el ensamblaje de FimH en la fimbria, 
pensamos que quizá estas zonas podían estar implicadas en la interacción de 
FimH con el usher FimD. Para descartar que alguno de los mutantes del 
dominio N-FimH estuviese inhibiendo la actividad del usher FimD, realizamos 
un ensayo de competición de dichos mutantes frente a FimH silvestre. Para 
este ensayo seleccionamos mutantes con bajo número de mutaciones y que 
representen todas las regiones que parecían implicadas en el ensamblaje de 
FimH (Tabla 8; mutantes 2, 6, 7, 11, 15, 16, 18, 19, 22 y 23). Este experimento 
se realizó del mismo modo que con las construcciones quiméricas de FimH 
(ver apartado 3.4 de Resultados) utilizando la cepa de E. coli MG1655Δfim 
transformada con el plásmido pSH2, que expresa el operón fim completo 
(Orndorff y Falkow, 1984) y con los vectores que expresan los mutantes 2, 6, 7, 
11, 15, 16, 18, 19, 22 y 23 de N-FimH. Para cuantificar los niveles de FimH en 
la fimbria realizamos un ensayo cuantitativo de hemaglutinación usando para 
ello diluciones seriadas 1:1 de los cultivos inducidos (Kuehn et al., 1994). De 
forma similar al resultado obtenido en el experimento de competición de las 
quimeras de FimH (ver Tabla 6) se obtuvieron índices de hemaglutinación 
idénticos en la cepa de E. coli MG1655Δfim/pSH2 transformada con el vector 
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vacío, pVLT35, o con los vectores que codifican los mutantes de N-FimH 
(28=256). También se observó un moderado aumento (dos veces, 29=512) de la 
capacidad de hemaglutinación en la cepa transformada con pFHSN6E 
(codifica FimH silvestre), debido probablemente a una sobreexpresión de la 
adhesina FimH. La expresión de todas las proteínas se comprobó por Western 
blot con anticuerpo anti-E-tag-POD (datos no mostrados). Este ensayo 
demuestra que los mutantes de N-FimH no inhiben la función de FimD, 
manteniendo la capacidad de ensamblaje de fimbrias tipo 1 a niveles normales 
cuando se expresan junto a FimH silvestre. 
4.4.4 Interacción con el usher FimD  
Una vez descartada la inhibición de FimD por parte de estos mutantes, 
procedimos a determinar si existe interacción entre éstos y el usher FimD. Los 
mutantes seleccionados para este ensayo fueron los mismos del ensayo 
anterior (mutantes 2, 6, 7, 11, 15, 16, 18, 19, 22 y 23). Con estos mutantes se 
realizó un ensayo de interacción in vivo con FimD6xhis, del mismo modo que con 
las quimeras de FimH (ver apartado 3.5 de Resultados). Para tal fin utilizamos 
la cepa MG1655Δfim cotransformada con el plásmido pCD18his, que expresa 
FimC y FimD6xhis y con los plásmidos que expresan los distintos mutantes 
además de pFHSN6E o pVLT35 como controles positivo y negativo 
respectivamente. Se crecieron estos cultivos en condiciones de inducción con 
IPTG para favorecer la expresión de los mutantes y obtener los niveles 
máximos de unión a FimD6xhis. Después de la inducción de las proteínas FimC, 
FimD6xhis y los mutantes de FimH (con arabinosa e IPTG respectivamente) se 
obtuvieron extractos de ME que una vez solubilizados en detergente fueron 
sometidos a cromatografía de unión a metales de forma que la proteína 
FimD6xhis queda unida a la resina junto a aquellas proteínas con las que 
interacciona. Después de eluir los complejos unidos a la resina con imidazol se 
analizó mediante Western blot con anticuerpo anti-E-tag-POD la presencia de 
los mutantes de FimH asociados a FimD6xhis. El experimento mostró diferentes 
niveles de unión de los mutantes de FimH al usher FimD, reflejado por los 
diferentes niveles de elución de FimH (Figura 44B). Además este resultado se 
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confirma al analizar las mismas muestras en Western blot con anticuerpo anti-
FimC (Figura 44C), ya que la estequiometría de la interacción FimC-FimH es 
1:1. El análisis mediante Western blot con anticuerpo anti-His-POD de las 
muestras obtenidas indica una elución homogénea en todos los casos de la 
proteína FimD6xhis (Figura 44A). En ausencia de FimD6xhis la proteína FimH no se 
recupera en los complejos de membrana externa (Figura 44, carril 3). En 
paralelo se analizaron extractos totales de los diferentes cultivos con 
anticuerpo anti-E-tag-POD para verificar que los niveles de expresión de cada 
uno de los mutantes son similares a los de la proteína silvestre FimH (Figura 
44D). Para cuantificar los diferentes niveles de unión de los mutantes de FimH 
al usher FimD realizamos medidas de la cantidad de luz en las membranas de 
Western blot reveladas con los anticuerpos anti-His-POD, anti-E-tag-POD y 
anti-FimC. Estas medidas se realizaron en 4 membranas diferentes para cada 
una de las subunidades analizadas (FimD, FimH, FimC) y de dos experimentos 
independientes de purificación. Para cada mutante los valores de la proteína 
FimD6xhis en las muestras se emplearon para normalizar la eficiencia de 
purificación. Los valores de unión de cada mutante al usher FimD se han 
representado en tanto por ciento, siendo 100% el valor de la unión de FimH 
silvestre al usher FimD (Figura 44E). El resultado confirmó los niveles 
disminuidos de unión de algunos de los mutantes a FimD, con valores que 
oscilan entre el 2,7% (mutante 18) y el 53,8% (mutante 16). Sin embargo en 4 
de los mutantes analizados los valores de unión a FimD son similares a los de 
FimH silvestre (86% para el mutante 11) o están incluso por encima (164%, 
159% y 173% para los mutantes 19, 22 y 23 respectivamente), indicándonos 
que la incapacidad de translocación de estos mutantes no se debe a una 
disminución de la unión a FimD. 
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FIGURA 44. Interacción de los mutantes de N-FimH con el usher FimD in vivo. Se aislaron las 
membranas externas de cultivos que expresan los vectores indicados. Una vez solubilizadas en 
detergente se unieron a resinas de Co2+ y después de varios lavados se eluyeron con imidazol. Las 
muestras de eluidos se analizaron en geles SDS-PAGE mediante Western blot. La elución de FimD6xhis se 
detectó con anticuerpo anti-his-POD (A) mientras que la elución de los mutantes de FimH se detectó con 
anticuerpo anti-E-tag-POD (B). La elución de FimC se detectó con anticuerpo policlonal anti-FimC (C). 
Se analizaron extractos totales de cada muestra mediante Western blot con anticuerpo anti-E-tag-POD 
para verificar la expresión de los mutantes de FimH (D). Para cuantificar la unión a FimD6xhis de cada uno 
de los mutantes se midió la emisión de luz en las membranas reveladas con anti-E-tag-POD y anti-FimC, 
y se referenciaron a la emisión de luz de las membranas reveladas con anti-His-POD. Se muestran las 
mutaciones de los mutantes analizados junto a la cuantificación de la unión a FimD6xhis (E). 
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Si analizamos la unión a FimD de los mutantes analizados en el contexto de 
las mutaciones que contienen observamos que todos los mutantes que 
presentan mutaciones en la zona 1 (mutantes 2, 15 y 6) presentan una unión a 
FimD disminuida (Tabla 9). Lo mismo ocurre con el único mutante que 
presenta mutaciones en la zona 3 (mutante 18), aunque este mutante presenta 
además una mutación C3Y. Al analizar los mutantes que presentan 
mutaciones en la zona 2 encontramos que los mutantes simples (mutantes 19 
y 22) presentan una unión a FimD superior a FimH silvestre. Sin embargo 
mutantes que presentan mutaciones en la zona 2 y en regiones adicionales a 
ésta (mutantes 11 y 16) presentan disminución de la unión a FimD, aunque no 
muy acusada, por lo que esta disminución podría deberse a las mutaciones 
adicionales a la zona 2 y no a las que se localizan en ésta. Tomados en 
conjunto estos resultados indican que los residuos G14, G15 y G16 de la zona 
1 de N-FimH están implicados en la interacción con FimD mientras que los 
residuos de la zona 2 de N-FimH no lo están. 
 
Tabla 9. Análisis de la unión a FimD de algunos mutantes. 
Localización Mutante Mutaciones %E+IPTG %U+IPTG 
 FimH   100,0 100,0 
Mut-2 G14S, L34Q 10,1 40,5 
Mut-15 G15R 8,4 51,9 Zona 1 
Mut-6 G16D  13,4 25,9 
Mut-19 N46Y  10,3 163,6 
Mut-22 D47N 40,8 159,2 
Mut-11 T40A, D47V 7,9 86,2 
Zona 2 
Mut-16 D47Y, G65D 5,6 53,8 
Zona 3 Mut-18 C3Y, N136G, Y137I, N138Q < 1 2,7 
Mut-7 P49L, P104Q 20,7 19,7 
Otros 
Mut-23 Q59L,Q133L 23,6 172,8 
NOTA: E+IPTG: ensamblaje en condiciones de inducción; U: unión a FimD en condiciones de inducción. 
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4.4.5 Formación de intermediarios estables 
El análisis de la interacción de los mutantes de FimH con FimD nos mostró 
que algunos de los mutantes que tienen disminuida su capacidad de 
ensamblaje en la fimbria muestran igual o mayor afinidad por FimD que FimH 
silvestre, por lo que deben tener bloqueado alguno de los eventos posteriores 
a la unión a FimD. Se ha descrito que la unión del complejo FimC-FimH al 
usher FimD produce la formación de un intermediario estable que protege un 
fragmento de 47 kDa de FimD al digerir con tripsina. El hecho de que este 
fenómeno solo ocurra en presencia de FimH y no con otras subunidades pilina 
indica que la formación de este intermediario estable podría conducir a la 
activación de FimD, quizá a través de un cambio conformacional, marcando el 
inicio de la polimerización de la fimbria (Saulino et al., 1998).  
 
Decidimos realizar este ensayo de degradación con tripsina para ver si los 
mutantes que unen FimD a pesar de tener bajos niveles de ensamblaje en 
fimbria inducen o no la formación de este intermediario estable. Para tal fin 
seleccionamos 4 de los mutantes que muestran una unión a FimD igual o 
mayor del 50% respecto a FimH silvestre (mutantes 15, 16, 19 y 22). Además 
de un control negativo (pVLT35) y un control positivo (pFHSN6E) se incluyeron 
en el experimento las quimeras realizadas por reemplazamiento del dominio N-
FimH con dominios Ig heterólogos, ya que hemos demostrado previamente 
que no son capaces de unirse a FimD y por tanto no deben formar este 
intermediario estable. Todas estas variantes fueron transformadas junto con el 
plásmido pCD18his en la cepa MG1655Δfim. Se hicieron dos alícuotas y una 
de ellas se incubó con tripsina, tras lo cual se analizaron en Western blot con 
anticuerpo anti-His-POD. El resultado indica que todos los mutantes 
analizados forman un intermediario estable con FimD, ya que la degradación 
con tripsina en los cultivos transformados con estos mutantes produce una 
banda de 47 kDa similar a la que se produce con FimH silvestre (Figura 45), 
mientras que con las quimeras de reemplazamiento la banda que aparece se 
asemeja más a aquella que se obtiene en el control negativo (plásmido vacío).  
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FIGURA 45. Degradación con tripsina de FimD6xhis en E. coli MG1655Δfim/pCD18his expresando algunos 
de los mutantes de N-FimH seleccionados. Como control positivo se utilizó FimH silvestre (pFHSN6E), y 
como control negativo se utilizó el plásmido vacío (pVLT35) o las quimeras de reemplazamiento de FimH 
(pVHCFH, pVLCFH). Después de la incubación en ausencia (-) o presencia (+) de tripsina se realizaron 
Western blots con el anticuerpo anti-His-POD. * es la banda de protección de 47 kDa de FimD6xhis. 
Éstos datos sugieren que deben existen otros eventos adicionales a la unión a 
FimD y a la formación de un intermediario estable (detectado con tripsina) en 
los que el dominio N-FimH esté implicado, concretamente a través de los 
residuos H45, N46 y D47 de la zona 2, esenciales para la activación de FimD y 
ensamblaje de FimH en la fimbria. 
 
  
  
DISCUSIÓN 
  
Discusión 
 143  
La idea original con la que iniciamos este trabajo se basa en las similitudes que 
existen entre los dominios Ig y los dominios que componen las subunidades 
estructurales de las fimbrias tipo 1. Concretamente la subunidad adhesina 
FimH de este tipo de fimbrias está compuesta por dos dominios tipo Ig, siendo 
el C-terminal el que ancla la adhesina a la fimbria y el N-terminal el que media 
la interacción con moléculas de D-manosa presentes en la superficie del 
hospedador. Basándonos en esta observación especulamos con la posibilidad 
de generar adhesinas artificiales con nuevas especificidades de unión, 
dirigiendo de esta forma el tropismo de las bacterias hacia nuevos tipos 
celulares y superficies. Para tal fin se desarrollaron dos estrategias. En la 
primera de ellas se reemplazaría el domino N-FimH por dominios Ig 
heterólogos con capacidad de unión a determinados antígenos. Puesto que 
estos dominios heterólogos podrían no ser tolerados por la maquinaria de 
ensamblaje de la fimbria, desarrollamos una segunda estrategia en la que a 
partir del dominio N-FimH mutado se seleccionarían nuevas variantes con 
unión específica a antígenos de naturaleza proteica. Para la selección de 
variantes del dominio N-FimH mutado se emplearía la tecnología de phage 
display, como paso previo a la expresión de estas variantes en fimbrias tipo 1. 
Según avanzábamos en el proceso de construcción y análisis de adhesinas 
recombinantes fuimos descubriendo la naturaleza restrictiva del sistema de 
secreción de fimbrias tipo 1, ya que apenas tolera modificaciones de la 
proteína FimH. Estas averiguaciones nos impulsaron hacia el estudio del 
sistema de secreción de este tipo de fimbrias, concretamente quisimos 
indagar sobre la función a nivel molecular del dominio N-FimH durante el 
proceso de ensamblaje. 
1. Ingeniería de dominios tipo Ig 
El desarrollo de técnicas de manipulación de DNA ha permitido la ingeniería de 
numerosas proteínas. Entre éstas encontramos los denominados “scaffolds” 
proteicos, que son estructuras polipeptídicas con una gran estabilidad 
conformacional y que toleran modificaciones en su secuencia, lo que las 
convierte en candidatas ideales para la generación de nuevos ligandos con 
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aplicaciones en investigación y medicina. El desarrollo de esta tecnología 
comenzó con la observación de que las inmunoglobulinas están compuestas 
por regiones altamente conservadas que definen la estructura del dominio Ig y 
por regiones hipervariables o complementarity determining regions (CDRs) que 
determinan la especificidad de reconocimiento del antígeno (Nygren y Skerra, 
2004; Skerra, 2000a). Sin embargo, la complejidad estructural de los 
anticuerpos dificulta enormemente su manipulación y expresión en sistemas 
sencillos como los organismos procarióticos o los bacteriófagos. Por este 
motivo se han utilizado fragmentos de anticuerpos, con estructura tipo Ig en 
los cuales se mantienen las propiedades de unión del anticuerpo del que 
provienen, al mismo tiempo que se simplifica su estructura (Better et al., 1988; 
Plückthun, 1996; Skerra y Plückthun, 1988). Además, se han utilizado otras  
estructuras diferentes de los anticuerpos para la generación de proteínas con 
nuevas capacidades de unión. Entre otras encontramos inhibidores de 
proteasas (Stoop y Craik, 2003), estructuras basadas en α-hélices (Sandstrom 
et al., 2003), enzimas como la tiorredoxina (Chakraborty et al., 2006; LaVallie et 
al., 1993), lipocalinas (Schlehuber y Skerra, 2005; Skerra, 2000b) y repeticiones 
de dominios ankyrina (Binz et al., 2006; Kohl et al., 2003; Mosavi et al., 2002) o 
de polipéptidos ricos en leucina (Stumpp et al., 2003). 
 
Para que una proteína pueda ser utilizada como scaffold proteico además de 
poseer una estabilidad y tamaño adecuados, se deben cumplir varios 
requisitos: i) poseer regiones estructurales diferenciadas que permitan por un 
lado el plegamiento de la proteína y por otro el reconocimiento del antígeno, ii) 
contener un núcleo hidrofóbico que permita adoptar un plegamiento 
energéticamente favorable, iii) poseer un centro activo o bolsillo de unión 
accesible, separado espacialmente del núcleo hidrofóbico e implicado en el 
reconocimiento (preferiblemente) de diferentes antígenos. Estos sitios de unión 
frecuentemente se localizan en bucles de la superficie de la proteína y debido 
a su mayor flexibilidad, comparada con estructuras secundarias definidas 
como las hélices α o las hojas β, les permiten tolerar pequeñas modificaciones 
(Skerra, 2000a). Además es crítico para la elección adecuada de los residuos a 
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mutar el disponer de información estructural de la proteína (Nygren y Skerra, 
2004). 
 
La idea de utilizar el dominio N-terminal de FimH como un nuevo scaffold 
proteico surgió con la observación de que dicho dominio cumple todos los 
requisitos inicialmente requeridos para la generación de nuevos scaffolds 
estructurales. Debido a su pequeño tamaño (~15 kDa), sus características 
estructurales (dominio tipo Ig formado por hojas β con bucles expuestos hacia 
el exterior) y la disponibilidad de información estructural gracias a la resolución 
del cristal del complejo FimC-FimH (Choudhury et al., 1999), pensamos que 
podría ser un candidato óptimo para la generación de adhesinas 
recombinantes con nuevas capacidades de unión. La ventaja de emplear el 
dominio N-FimH como un nuevo scaffold proteico frente a otros previamente 
utilizados reside en que la proteína FimH se ensambla en fimbrias tipo 1 de 
forma natural en cepas de E. coli y en otras enterobacterias, por lo que 
podríamos expresar las nuevas variantes de FimH en bacterias de manera 
sencilla. De esta forma podríamos redirigir el tropismo bacteriano hacia células 
presentadoras de antígeno o células tumorales que expresen determinados 
antígenos reconocidos por las variantes recombinantes de FimH. Esto 
supondría un gran potencial terapéutico para el desarrollo de cepas vacunales 
o para la detección de,  por ejemplo, antígenos tumorales in vivo. 
 
Para la selección de variantes desde una genoteca de N-FimH mutado 
decidimos utilizar la técnica de phage display, ya que permite seleccionar 
variantes con alta afinidad frente a una estructura biológica concreta. La 
selección inicial de los residuos a mutar en el dominio N-FimH (apartado 2.2 
de Resultados) se realizó en base a la información estructural proporcionada 
por la resolución del cristal del complejo FimC-FimH (Choudhury et al., 1999). 
Se seleccionaron únicamente residuos contenidos en tres de los bucles 
expuestos hacia el exterior de la proteína, que comprendían los residuos G14 a 
G16 (bucle 1), D47 a T51 (bucle 2) y N136 a D140 (bucle 3), manteniendo 
intactos aquellos residuos que forman estructuras secundarias definidas (hojas 
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β y hélice α) para mantener el correcto plegamiento de la proteína (Figura 22). 
Estos bucles generaban una superficie nueva de interacción en N-FimH. Sin 
embargo, los resultados obtenidos con la genoteca inicialmente construida 
(genoteca α) mostraron que el dominio N-FimH no se fusionaba de forma 
estable a pIII en la cápsida del fago M13. Pensamos que quizá entre los 
residuos seleccionados para la mutagénesis en la genoteca α se encontraban 
algunos de los que dependía el correcto plegamiento de la proteína, por lo que 
decidimos analizar la estabilidad de N-FimH realizando la mutagénesis de 
forma individual en los tres bucles seleccionados o bien en combinaciones de 
los distintos bucles (apartado 2.3 de Resultados). Las genotecas construidas 
de esta forma (genotecas A, B, C, D, E, F, G, H, I, J) nos mostraron que el 
dominio N-FimH tolera completamente las mutaciones introducidas en el bucle 
1, y parcialmente aquellas introducidas en los bucles 2 y 3. Sin embargo, no se 
toleran adecuadamente combinaciones de  los distintos bucles que contienen  
las mutaciones. Para explorar si este dominio tolera mutaciones en residuos 
diferentes se construyeron nuevas genotecas con variaciones en las regiones 
inicialmente seleccionadas para la mutagénesis (genotecas K, L, M, N, Ñ, O, P, 
Q). Las genotecas K y L demostraron tolerar adecuadamente las mutaciones 
introducidas en 7 y 5 residuos respectivamente, obteniéndose niveles del 
dominio N-FimH mutado similares al silvestre en la cápsida del bacteriófago. 
Sin embargo, para la búsqueda de variantes de FimH con nuevas 
especificidades de unión decidimos utilizar la genoteca Ñ, ya que aunque 
presenta un menor nivel de presentación en el fago posee mutaciones en 10 
residuos en 3 bucles contiguos en la estructura, lo que podría favorecer la 
generación de nuevas especificidades de unión al aumentar el número de 
residuos aleatorizados y la superficie de interacción. Los resultados obtenidos 
en los procesos de selección o biopanning frente a diferentes antígenos 
proteicos y en diferentes condiciones experimentales fueron negativos, ya que 
no obtuvimos variantes con unión específica a ninguno de los antígenos 
ensayados. Entre las posibles causas que explicarían este resultado está el 
que las variantes tengan una afinidad baja por los antígenos, lo que impediría 
que sean aisladas mediante la tecnología de phage display. Este problema 
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podría solucionarse mediante la expresión de las variantes contenidas en la 
genoteca en la superficie bacteriana (bacterial display) bien ensambladas en 
fimbrias tipo 1 o fusionadas a proteínas de la ME (p. ej. autotransportadores, 
Omps) lo que aumentaría el número de copias de cada variante en la célula, 
pudiendo favorecer la unión a los antígenos. 
2. Exposición de proteínas heterólogas en fimbrias tipo 1 
Además de la proteína mayoritaria FimA, se ha utilizado la adhesina FimH 
como un sistema de presentación de pequeños péptidos y fragmentos 
proteicos en la superficie de bacterias para bioremediación y la generación de 
vacunas vivas (Klemm y Schembri, 2000; Schembri y Klemm, 1998). La 
mayoría de estas estrategias han utilizado sitios permisivos en el dominio C-
terminal de FimH para la presentación de estos péptidos (Pallesen et al., 1995), 
que en este trabajo hemos utilizado para la inserción del epítopo E-tag. Sin 
embargo, no se había utilizado el dominio lectina N-FimH para la inserción de 
péptidos o proteínas heterólogas, a pesar de que este dominio no había sido 
descrito como esencial durante el proceso de ensamblaje de fimbrias tipo 1. 
 
En este trabajo hemos reemplazado el dominio N-FimH por dominios Ig 
derivados de anticuerpos recombinantes (apartado 3.2 de Resultados). Las 
quimeras construidas no se ensamblaron en la fimbria, lo que hizo que nos 
planteásemos que quizá este dominio es requerido durante el ensamblaje de 
fimbrias tipo 1 (apartado 3 de Discusión). Por el contrario, fusiones de la 
proteína completa FimH a estos mismos dominios Ig se ensamblaron en la 
fimbria (apartado 3.2 de Resultados). Aunque los niveles de ensamblaje de 
estas quimeras estaban muy reducidos respecto a FimH silvestre (5-10%), 
fueron significativos considerando su complejidad estructural, ya que estas 
quimeras están compuestas por tres dominios proteicos, siendo uno de ellos 
un dominio Ig heterólogo procedente de anticuerpos. Estos resultados 
sugieren que otras fusiones de péptidos y proteínas a la proteína madura FimH 
podrían presentarse en el filamento de la fimbria mientras no interfieran con la 
translocación a través del canal de FimD (apartado 3 de Discusión). 
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3. Función del dominio N-FimH durante el ensamblaje de fimbrias 
La polimerización de fimbrias tipo 1 en E. coli es un proceso que ocurre de 
forma ordenada. El inicio del ensamblaje tiene lugar con la incorporación  de 
una única copia de la adhesina FimH en el extremo del filamento. 
Posteriormente se ensamblan las subunidades estructurales FimG y FimF (que 
forman parte del filamento) y por último se ensamblan múltiples copias (~1000-
3000) de la subunidad FimA, que formarán el tallo principal de la fimbria (Hahn 
et al., 2002; Jones et al., 1995). El reconocimiento específico de FimH por el 
usher FimD a nivel de ME es esencial para la polimerización ordenada de 
fimbrias tipo 1. En primer lugar, FimD presenta diferentes afinidades por los 
complejos periplásmicos formados por las subunidades pilina y la chaperona 
FimC, siendo el complejo FimC-FimH el que presenta la mayor afinidad por 
FimD (Dodson et al., 1993; Saulino et al., 1998; Saulino et al., 2000). En 
segundo lugar, el reconocimiento del complejo FimC-FimH por FimD produce 
la activación de éste, iniciándose el proceso de polimerización de la fimbria 
(Saulino et al., 1998; So y Thanassi, 2006). 
 
La importancia de la proteína FimH en las fimbrias tipo 1 está determinada 
tanto por su función biológica, al ser la proteína que media la interacción con 
la superficie del hospedador iniciando el proceso infeccioso (Martinez et al., 
2000; Mulvey et al., 2000), como por su función durante el ensamblaje de la 
fimbria, ya que es la proteína que inicia el proceso de polimerización. Hasta el 
momento no se había descrito una función del dominio N-FimH adicional al 
reconocimiento de moléculas de D-manosa. En este trabajo hemos definido 
una nueva función del dominio N-terminal de FimH en el ensamblaje de la 
fimbria. Se construyeron variantes quiméricas de FimH en las que el dominio 
N-FimH fue delecionado o reemplazado por dominios Ig heterólogos 
(apartados 3.1 y 3.2 de Resultados). Estas variantes de FimH no se asocian a 
FimD in vivo y consiguientemente no se ensamblan en la fimbria. Por el 
contrario, variantes quiméricas de FimH en que un dominio Ig se ha fusionado 
a la proteína FimH completa se unieron a FimD in vivo y se ensamblaron en la 
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fimbria aunque a niveles reducidos respecto a FimH silvestre (apartados 3.2 y 
3.5 de Resultados). El conjunto de estos experimentos muestra que el dominio 
N-terminal de FimH necesita ser reconocido por el usher FimD para poder ser 
ensamblado en la fimbria. 
 
A la vista de los resultados anteriores decidimos profundizar en el mecanismo 
molecular que hace indispensable la presencia del dominio N-FimH para el 
ensamblaje de FimH en la fimbria. Se realizó una mutagénesis al azar del 
dominio N-FimH con el objetivo de definir regiones o residuos críticos de este 
dominio implicados en el ensamblaje en la fimbria, bien en la interacción con el 
usher FimD o en la posterior activación de éste (apartado 4.1 de Resultados). 
Los resultados obtenidos a partir del análisis de mutantes de N-FimH que 
muestran una reducción de su capacidad de ensamblaje en la fimbria revelan 
que existen dos regiones críticas en el dominio N-FimH implicadas en el 
ensamblaje de FimH en la fimbria (apartado 4.4 de Resultados). Una primera 
región está comprendida por los residuos G14, G15 y G16 de la proteína FimH 
madura y la segunda región está comprendida por los residuos H45, N46 y 
D47 de la misma. Ambas regiones se localizan próximas entre si en bucles 
situados en el extremo distal de la proteína, definiendo una superficie de 
interacción en la estructura 3D de N-FimH expuesta hacia el exterior. También 
se observa que en un único mutante (número 18, con capacidad muy 
disminuida de ensamblaje) aparece una tercera zona en la que se sitúan tres 
mutaciones consecutivas (N136G, Y137I, N138Q). Este mutante posee 
además la mutación C3Y, por lo que la afectación del ensamblaje podría 
deberse tanto a mutaciones que afectan a esta tercera zona como a la cisteína 
mutada. Esta tercera región se sitúa próxima a las anteriores que bordean el 
bolsillo de unión a D-manosa. Además existen otros residuos que podrían 
estar implicados en el ensamblaje de FimH, formando parte de estructuras 
secundarias definidas como una hélice 310 (S39, T40) u hojas β (Q59 y V128), 
expuestos hacia el exterior de la proteína.  
Los experimentos de interacción de algunos de estos mutantes con el usher 
FimD muestran diferencias en cuanto a la capacidad de interacción (apartado 
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4.4.4 de Resultados). Todos los mutantes que presentan mutaciones en la 
zona 1 que fueron analizados por su unión a FimD (mutantes 2, 6 y 15) 
presentan una reducción de la capacidad de interacción con FimD (ver Tabla 
9). Lo mismo ocurre con el único mutante que presenta mutaciones en la zona 
3 (mutante 18), aunque al presentar este mutante una mutación C3Y adicional 
podría estar desestabilizada la estructura de la proteína. Al analizar los 
mutantes que presentan mutaciones en la zona 2 encontramos que los 
mutantes simples (mutantes 19 y 22) presentan una unión a FimD similar o 
mayor que FimH silvestre. Sin embargo, mutantes que contienen mutaciones 
en la zona 2 y en regiones adicionales a ésta (mutantes 11 y 16) presentan 
disminución de la unión a FimD, aunque no muy acusada, por lo que esta 
disminución podría deberse a las mutaciones adicionales a la zona 2 y no a las 
que se localizan en ésta.  
 
Para determinar si estos mutantes inhiben la activación de FimD, que ocurre 
de forma posterior a la interacción, realizamos con este último grupo de 
mutantes un experimento de degradación con tripsina que muestra la 
formación de un intermediario estable del complejo FimC-FimH-FimD, ya que 
al interaccionar estas subunidades entre si protegen un fragmento de 47 kDa 
de FimD (apartado 4.4.5 de Resultados). La formación de este intermediario 
estable está asociada a la  activación de FimD (Saulino et al., 2000). Todos los 
mutantes analizados (mutantes 15, 16, 19 y 22) protegen este fragmento de 
FimD por lo que al ser mutantes que unen FimD y sin embargo presentan 
bajos niveles de ensamblaje en la fimbria deben tener afectada la capacidad 
de activación de FimD. Estos resultados nos permiten concluir que deben 
existen otros eventos en los que el dominio N-FimH esté implicado adicionales 
a la unión a FimD y a la formación de un intermediario estable (detectado con 
tripsina) esenciales para la activación de FimD y ensamblaje de FimH en la 
fimbria. 
 
 Aunque el estudio que hemos realizado de mutantes de N-FimH no es lo 
suficientemente extenso para asignar una función determinada a cada una de 
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las regiones críticas localizadas, los resultados muestran que la región crítica 
de N-FimH implicada en la interacción con FimD podría localizarse en la zona 
1 (adicionalmente en la zona 3) mientras que la activación de FimD (distinta de 
la detectada con tripsina) podría ser producida a través de la zona 2. 
 
Sorprendentemente, las dos regiones críticas del dominio N-FimH implicadas 
en el ensamblaje en la fimbria se localizan cercanas a los bucles que fueron 
seleccionados (de forma previa al estudio de mutantes aleatorizados de N-
FimH) para la generación de una genoteca del dominio N-FimH mediante 
mutagénesis dirigida en un sistema de phage display (apartado 2.2 de 
Resultados). En el bucle 1 de la genoteca de phage display se insertó una 
secuencia XXSP reemplazando la primera glicina de los residuos G14, G15 y 
G16 implicados en el ensamblaje de FimH. En el bucle 2 de esta genoteca se 
mutaron los residuos E50, T51 y I52 que se localizan a continuación de los 
residuos H45, N46, D47 implicados en el ensamblaje de FimH. Además la 
tercera zona del dominio N-FimH que podría estar implicada en el ensamblaje 
de FimH coincide con el bucle 3 de la genoteca de phage display. Para la 
generación de esta genoteca decidimos mutar de forma dirigida aquellos 
bucles que parecían estar expuestos en la superficie de la proteína de acuerdo 
a la estructura del cristal de FimH. Pensamos que precisamente el hecho de 
estar expuestos hacia el exterior de la proteína es lo que determina la 
importancia de estos bucles durante el ensamblaje de FimH. Probablemente 
estos bucles sean las regiones de N-FimH que presentan una mayor 
flexibilidad, lo que facilitaría la interacción con FimD y su activación. Los 
resultados obtenidos en la mutagénesis al azar de N-FimH indican que 
mutaciones en residuos cercanos a estos bucles disminuyen el ensamblaje de 
FimH en la fimbria. Sin embargo, el ensamblaje en la fimbria de 6 mutantes de 
la genoteca Ñ (apartado 2.5 de Resultados) fue similar al de FimH silvestre en 
2 de los mutantes analizados (mutantes 7 y 21) e inferior o inexistente en los 
otros 4 mutantes. Estos resultados indican que deben existir secuencias que 
son bien toleradas en estos bucles de N-FimH y que mantienen la capacidad 
de ensamblaje en la fimbria. 
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4. Comparación de los residuos implicados en el ensamblaje de FimH con 
variantes naturales de N-FimH 
La adhesina FimH es la responsable de la unión a manosa de las bacterias que 
expresan fimbrias tipo 1. El receptor fundamental de FimH es uroplaquina Ia 
(Xie et al., 2006; Zhou et al., 2001), una glicoproteína con alto número de 
residuos de manosa abundante en las células del epitelio urogenital. Sin 
embargo, FimH puede reconocer un amplio rango de glicoproteínas que 
poseen diferentes residuos derivados de manosa (mono, di, tri u oligomanosa). 
A pesar de la alta  homología de secuencia (>98%) en los alelos de fimH de 
diferentes aislados de E. coli (Abraham et al., 1988; Hung et al., 2002; 
Vandemaele et al., 2003), existen pequeñas variaciones en su secuencia que 
se corresponden con diferencias en la capacidad de unión y adhesión entre 
diferentes aislados (Tabla 10; Sokurenko et al., 1994; Sokurenko et al., 1995; 
Sokurenko et al., 1997; Sokurenko et al., 1998). Curiosamente, la mayoría de 
estos residuos variables están localizados lejos del bolsillo de unión a manosa 
y en cambio se sitúan cerca de la zona del conector (en la estructura 3D de 
FimH) que conecta los dominios N y C-terminales de FimH. Los residuos del 
bolsillo de unión a manosa del dominio N-FimH están altamente conservados 
en los alelos de fimH conocidos, excepto en la cepa 297 de E. coli 
enterohemorrágica (EHEC) O157:H7 que posee la mutación N135K que elimina 
la unión a manosa (Hung et al., 2002). 
 
Entre las mutaciones del dominio N-FimH que interfieren con el ensamblaje en 
la fimbria identificadas en este trabajo sólo encontramos una posición (S62) 
que corresponda con variantes encontradas en alelos de fimH naturales 
(Figura 46). La mutación S62A, presente en la cepa de E. coli UPEC UTI89 así 
como en aislados de meningitis, elimina la unión a colágenos (Pouttu et al., 
1999). Esta posición coincide con la mutación S62P encontrada en el mutante 
1 del dominio N-FimH, siendo este mutante uno de los que poseen menor 
reducción del ensamblaje (ver Tabla 8 de Resultados). El hecho de que la 
sustitución encontrada en nuestro mutante (S62P) sea más drástica que la 
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encontrada en las variantes naturales de E. coli (S62A) justificaría el menor 
ensamblaje del mutante 1 en la fimbria. Nuestros resultados indican que los 
residuos del dominio N-FimH implicados en el ensamblaje en la fimbria están 
conservados en los alelos naturales de fimH. 
 
Tabla 10. Mutaciones encontradas en variantes naturales del dominio N-FimH 
en E. coli. 
Cepa/aislado Mutaciones 
Número de acceso o 
Referencia 
APEC (56)  S139C AAO84616   
APEC (125)  V27A, D54E, S78N AAO84605  
APEC (MT203) A6D, V27A, S78N AAO84624 
APEC (MT512) V27N, N70S, S78N AAO84625  
Aislado bovino (B0241) V27A, G66S AAR27556 
Aislado bovino (B0244) V27A, K121I AAR27557  
Aislado bovino (B0344) V27A, A119V AAR27560.1  
Aislado bovino (B1283) T9A, V27A, G117R AAR27568   
Aislado intestinal (F-18) V27A, N70S, S78N (Bouckaert et al., 2006) 
Aislado de meningitis 
(RS218) 
V27A, S62A, N70S, S78N AAG60686 
Aislado de mucosa ileal 
(LF82A) 
V27A, N70S, S78N AAG24827  
CSH-50, HB101 L58R AAB29812.1 
EHEC (12)   V27A, D37H, G66D, N70S, 
S78N 
(Bouckaert et al., 2006) 
EHEC (297)  V27A, N135K (Bouckaert et al., 2006) 
EHEC (349)  V27A, F144L (Bouckaert et al., 2006) 
EHEC (485)  V27A (Bouckaert et al., 2006) 
EHEC O157:H7 V27A, N135K NP_313306.1 
UPEC CFT073 V27A, N70S, S78N AE016771_333 
UPEC (CI#4)  V27A, N70S, G73E, S78N (Bouckaert et al., 2006) 
UPEC UTI89 (C5017) V27A, S62A, S78N YP_543951 
NOTA: APEC, E. coli patogénica aviar; EHEC; E. coli enterohemorrágica; UPEC; E. coli uropatogénica. 
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FIGURA 46. Comparación de los residuos implicados en el ensamblaje de FimH con variantes naturales 
de N-FimH. Los residuos implicados en el ensamblaje de fimbrias identificados en este trabajo se marcan 
en azul (aparecen en un único mutante), naranja (aparecen en dos mutantes) o rojo (aparecen en tres o 
más mutantes) dentro de la secuencia de N-FimH. Encima de la secuencia de N-FimH se muestran en 
gris los residuos que cambian en los alelos naturales de fimH (Tabla 10) de cepas/aislados de E. coli 
secuenciados hasta la fecha. 
5. Modelo de ensamblaje de FimH en fimbrias tipo 1 
Investigaciones previas han determinado la importancia del dominio C-terminal 
de FimH para su ensamblaje en la fimbria. La estructura del cristal de FimC-
FimH muestra que existe una amplia interacción entre la chaperona FimC y el 
dominio C-terminal de FimH (Choudhury et al., 1999). El complejo formado por 
C-FimH/FimC se une al dominio periplásmico N-terminal de FimD (FimDN) in 
vitro (Nishiyama et al., 2003). Recientemente, la resolución del cristal del 
complejo ternario formado por FimDN/C-FimH/FimC muestra interacciones 
específicas entre C-FimH/FimC y FimDN que muestran que el usher es capaz 
de discriminar entre FimC libre o unida a un dominio pilina (Nishiyama et al., 
2005). Datos previos a nuestro trabajo también indicaban que los dos 
dominios de FimH, N y C terminales, cuando se expresan de forma 
independiente en el periplasma se recuperan junto a FimD6xhis (Barnhart et al., 
2003). Aunque este experimento indica una interacción física entre el dominio 
N-terminal de FimH y FimD, su importancia biológica para el ensamblaje de la 
fimbria no se había establecido. Nuestros resultados muestran la importancia 
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biológica de esta interacción entre el dominio N-terminal de FimH y FimD para 
la incorporación de FimH en la fimbria. 
 
Un aspecto importante es el sitio/s específico de FimD implicado/s en la 
interacción con el dominio N-terminal de FimH. FimD es una proteína de gran 
tamaño (833 aminoácidos) que reconoce los complejos binarios dominio pilina-
FimC en el periplasma y que media la translocación de las subunidades 
estructurales tipo pilina a través de la ME (Saulino et al., 2000). FimD además 
cataliza la formación de fibras facilitando las interacciones entre las 
subunidades pilina aceptora y donadora durante la reacción de intercambio de 
hojas β (Vetsch et al., 2006). Por analogía al usher PapC, se piensa que FimD 
contiene un canal hidrofílico de 2-3 nm a través del cual los dominios pilina 
plegados se translocan (Li et al., 2004; Saulino et al., 2000; Thanassi et al., 
1998b). FimD posee tres dominios proteicos diferentes; un dominio N-terminal 
periplásmico, un dominio central insertado en la ME y un dominio periplásmico 
C-terminal. El dominio N-terminal periplásmico (FimDN) es soluble y 
comprende los residuos 1-135. Este dominio ha demostrado ser el sitio inicial 
para el reconocimiento de los complejos binaros pilina-FimC (Ng et al., 2004; 
Nishiyama et al., 2003; Nishiyama et al., 2005). Datos estructurales y 
bioquímicos indican que el dominio FimDN no une el dominio N-FimH 
(Nishiyama et al., 2003; Nishiyama et al., 2005). De acuerdo con nuestros 
resultados deben existir regiones diferentes al dominio FimDN que 
interaccionen con el dominio N-FimH. La predicción estructural del dominio 
central de FimD muestra que está compuesto por hojas β anfipáticas (~20-26), 
insertadas en la ME formando un barril β con un canal hidrofílico central 
(Henderson et al., 2004; Koebnik et al., 2000). Además, los últimos 150 
aminoácidos de FimD podrían formar un segundo dominio periplásmico 
soluble que parece participar como un segundo sitio en el reconocimiento del 
complejo pilina-FimC y en los siguientes pasos del ensamblaje de fimbrias (So 
y Thanassi, 2006; Thanassi et al., 2002). Debido a la forma en L de la proteína 
FimH se ha sugerido que el dominio N-terminal de FimH podría insertarse en el 
canal hidrofílico de FimD (Barnhart et al., 2003) donde el dominio pilina unido a 
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FimC contactaría con los dominios periplásmicos de FimD. Esta hipótesis es 
compatible con nuestros resultados, de acuerdo a los cuales proponemos un 
modelo de interacción de FimH con el usher FimD en el que mientras el 
dominio C-FimH en complejo con la chaperona FimC estaría interaccionando 
con el dominio FimDN, el dominio N-FimH a través de bucles expuestos en su 
superficie contactaría con regiones adicionales de FimD induciendo además la 
activación de FimD en la que estarían implicados determinados residuos de la 
zona 2 de N-FimH, que activaría la polimerización de la fimbria. Este modelo se 
resume en la Figura 47. 
 
 
 
FIGURA 47. Modelo de ensamblaje de FimH en fimbrias tipo 1. El usher FimD contiene sitios N-terminal 
(N) y C-terminal (C) para la interacción con los complejos chaperona-subunidad. La interacción del 
complejo C-FimH/FimC se produce en el dominio N-terminal de FimD mientras que la interacción de N-
FimH se produce en una región diferente de FimD. Esta interacción es necesaria para producir la 
activación de FimD. 
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1. Hemos desarrollado un sistema de expresión de fimbrias tipo 1 en E. 
coli compatible con phage display en el que el dominio N-terminal de 
FimH puede ser reemplazado por variantes recombinantes o por 
dominios tipo Ig. Este sistema de expresión ha sido validado mediante 
ensayos de agregación de células de levadura, hemaglutinación, 
purificación de fimbrias, Western blot y ELISA. 
 
2. El dominio N-FimH puede ser presentado en la cápsida del bacteriófago 
M13 de forma funcional. 
 
3. Existen regiones permisivas a la mutagénesis dentro del dominio N-
FimH que toleran modificaciones en su secuencia. La secuencia de N-
FimH fue aleatorizada mediante mutagénesis dirigida para la 
construcción de una genoteca de ~7x108 clones de adhesinas 
recombinantes presentadas en la cápsida del bacteriófago M13. 
Algunas de las adhesinas recombinantes generadas presentan 
capacidad de translocación y ensamblaje en la fimbria. 
 
4. Variantes quiméricas de FimH en las que el dominio N-FimH fue 
delecionado o reemplazado por dominios Ig heterólogos no se 
asociaron a FimD in vivo y consiguientemente no se ensamblaron en la 
fimbria. Por el contrario, variantes quiméricas de FimH en que un 
dominio Ig se fusionó a la proteína FimH completa se unieron a FimD in 
vivo y se ensamblaron en la fimbria aunque a niveles reducidos respecto 
a FimH silvestre. 
 
5. El dominio N-terminal de FimH es fundamental para la translocación de 
FimH a través de la membrana externa y su posterior ensamblaje en la 
fimbria. Esta función depende de la interacción de N-FimH con FimD y 
de la posterior activación de éste. 
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6. Los residuos implicados en la interacción de FimH con el usher FimD y 
en la activación de éste se localizan en bucles expuestos en la 
superficie del dominio N-FimH cerca del bolsillo de unión a D-manosa y 
están conservados entre diferentes especies de E. coli. Los residuos 
G14, G15 y G16 participan en la interacción de N-FimH con FimD 
mientras que los residuos H45, N46 y D47 participan en la activación de 
éste. 
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